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1 Einleitung 
Die Xanthindehydrogenase (XDH) ist ein im gesamten Organismenreich weit verbreitetes 
Enzym, das in Säugetieren bereits seit vielen Jahren untersucht wird und dementsprechend 
gut charakterisiert ist. Die pflanzliche XDH dagegen ist erst seit vergleichsweise kurzer Zeit 
bekannt und lässt Spielraum für eine Anzahl verschiedener Untersuchungen, die Gegen-
stand dieser Arbeit sind. 
Die XDH-Proteine werden den so genannten Molybdo-Enzymen zugeordnet, denen ein rela-
tiv seltener Cofaktor gemeinsam ist. Dieser Cofaktor enthält ein Molybdän (Mo)-Atom und ist 
ein charakteristisches Merkmal der entsprechenden Enzyme. Aus diesem Grund soll zu-
nächst die Klasse der Molybdo-Enzyme, beginnend mit dem Molybdän-Cofaktor, näher er-
läutert werden, bevor auf die Eigenheiten der XDH eingegangen wird. 
1.1 Das Spurenelement Molybdän und der Molybdän-Cofaktor 
Das Spurenelement Mo, ein Übergangsmetall aus der 6. Nebengruppe des Perioden-
systems, hat eine essentielle Bedeutung in allen biologischen Systemen. Bereits Anfang des 
letzten Jahrhunderts war seine Relevanz für das Wachstum von Pflanzen und Mikroorga-
nismen bekannt (zusammengefasst durch Coughlan, 1980), jedoch wurden Mo-Mangel-
symptome bei Feldpflanzen erstmals vor ca. 50 Jahren beschrieben (zusammengefasst 
durch Gupta, 1997). 
Die Bedeutung des Mo für Menschen und Tiere wurde ebenfalls in den 50er Jahren des letz-
ten Jahrhunderts gezeigt. Der Nachweis der Bindung von Mo an die Xanthinoxidase (XO) in 
Rattenlebern (Reichert u. Westerfeld, 1953) galt gleichzeitig als erster Hinweis auf eine En-
zymassoziierung des Mo. Bei der Untersuchung von Nitratreduktase (NR)-Mutanten des fi-
lamentösen Pilzes Emericella nidulans (früher Aspergillus nidulans) fanden Cove und Pate-
man (1963) einen gleichzeitigen Ausfall der XDH in einigen dieser Mutanten. Da die Mo-
Abhängigkeit die einzige Gemeinsamkeit beider Enzyme war, führte diese Entdeckung zur 
Postulierung eines gemeinsamen Molybdän-haltigen Cofaktors, dessen Synthese in den ent-
sprechenden NR-/XDH- Mutanten defizient war (Pateman, 1964). 
Erste Hinweise darauf, dass der Molybdän-Cofaktor (Moco) eine konservierte Funktion auf-
weist und ubiquitär verbreitet ist, lieferten Experimente mit der Neurospora crassa nit-1 Mut-
ante. Nason und Mitarbeiter zeigten 1971, dass tierische, pflanzliche und bakterielle Moco-
haltige Extrakte in der Lage waren, das inaktive NR-Apoenzym dieser Mutante zu funktionel-
ler NR zu komplementieren. Als einziges der Mo-abhängigen Enzyme konnte die Nitrogena-
se die nit-1 Mutante nicht komplementieren. Dies ist in ihrem bisher einzigartigen Fe-Moco 
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begründet, in dem das Mo über Homocitrat komplexiert wird (Shah u. Brill, 1977), und der 
nicht mit dem Moco anderer Molybdo-Enzyme vergleichbar ist. 
1.1.1 Struktur des Molybdän-Cofaktors 
Auf Grund der Sauerstoffempfindlichkeit und der daraus bedingten Instabilität des Moco 
wurde ein Großteil der Strukturanalyse an seinen Degradations- und Oxidationsprodukten 
durchgeführt. Als organische Grundkomponente des Moco konnte ein Pterin identifiziert wer-
den (Johnson et al., 1980); wenig später wurde eine aus vier C-Atomen und einem termina-
len Phosphatester bestehende Seitenkette am C-6 des Pterins entdeckt (Johnson et al., 
1984). Die Existenz von Schwefel in Form einer Dithiolengruppe am C-1 und C-2 der Seiten-
kette wurde durch eine Behandlung mit Iodacetamid nachgewiesen (Kramer et al., 1987). 
Das erste Struktur-Modell des aktiven Moco wurde 1987 von Kramer und Mitarbeitern er-
stellt, die die Assemblierung des Mo-Atoms über die Dithiolengruppe an das Tetrahydropte-
rin-Gerüst vorschlugen. Die im Rahmen dieses Modells aufgestellte Bezeichnung Molybdo-
pterin (MPT) für die Mo-freie, inaktive Form im Gegensatz zum Mo-enthaltenden, aktiven 
Moco wurde bis heute beibehalten. Erst durch die Kristallisierung der Aldehydoxidoreduktase 
(ALO) aus Desulfovibrio gigas wurde 1995 die tatsächliche Moco-Struktur gelöst (Romão 
et al., 1995), die im Unterschied zum bisher postulierten Modell einen Pyranoring zwischen 
dem C-3 der Seitenkette und dem C-7 des Pterins enthält. Dadurch entsteht statt der bisher 
angenommenen bizyklischen eine trizyklische Struktur (Abb. 1-1). Die Strukturaufklärung 
weiterer bakterieller Molybdo-Enzyme bestätigte das Vorliegen des Moco als 5,6,7,8-
Tetrahydropyranopterin (Schindelin et al., 1996; Boyington et al., 1997). Diese Struktur wur-
de als unter allen Organismen konserviert vorgeschlagen. Am eubakteriellen Moco ist zwar 
zusätzlich ein Nukleotid am C-4 der Seitenkette assoziiert (Johnson et al., 1990), dennoch 
kann weiterhin von einer universellen Grundstruktur des Moco ausgegangen werden. 
 
[X = S, O] 
 
 
 
 
Abb. 1-1: Strukturformel des eukaryotischen Molybdän-Cofaktors. 
Dargestellt ist die durch Kristallisierung bestätigte Struktur des aktiven 5,6,7,8-Tetrahydropyranopterin. 
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1.1.2 Synthese des Molybdän-Cofaktors 
Parallel zur Strukturaufklärung des Moco erfolgte die Untersuchung seiner Synthese anhand 
von pleiotropen Molybdo-Enzym Mutanten von Escherichia coli. Das derzeit gültige Modell 
der Biosynthese des Moco in E. coli (zusammengefasst durch Rajagopalan, 1996) lässt sich 
in drei Abschnitte unterteilen: Zunächst wird ein phosphoryliertes Guanosin-Derivat durch 
eine Ringerweiterung zu einer Schwefel-freien Pterinverbindung, dem „Precursor Z“ umge-
setzt. Die MPT-Synthase katalysiert im zweiten Schritt das Anhängen der Dithiolengruppie-
rung sowie die Dezyklisierung der Phosphatgruppe, so dass MPT entsteht (Pitterle u. Raja-
gopalan, 1993; Pitterle et al., 1993). Im letzten Schritt wird das Mo an die Dithiolengruppe 
des MPT-Gerüstes komplexiert, bevor die für Eubakterien spezifische Anheftung eines 
Nukleotids erfolgt und so die aktive Dinukleotid-Form des Cofaktors entsteht. 
Aufgrund der konservierten Struktur und der universellen Funktion des Moco wurde ange-
nommen, dass auch die Synthese des Moco in allen Organismen zumindest ähnlich abläuft 
(Mendel, 1992). Die über funktionelle Komplementation von E. coli-Mutanten isolierten ersten 
pflanzlichen Moco-Synthesegene aus Arabidopsis thaliana (Hoff et al., 1995; Stallmeyer 
et al., 1995) bestätigten diese Hypothese. Im aktuellen Modell der Moco-Biosynthese in Eu-
karyoten (Mendel u. Schwarz, 2002) sind mittlerweile für die Mehrzahl der charakterisierten 
bakteriellen Moco-Biosynthese-Proteine die entsprechenden homologen und funktionell cha-
rakterisierten eukaryotischen Proteine aus A. thaliana und Homo sapiens beschrieben. 
1.2 Die Molybdo-Enzyme 
Es sind über 40 Mo-enthaltende Enzyme bekannt, die vorwiegend in Bakterien zu finden sind 
und grundlegende Reaktionen des Stickstoff-, Schwefel- und Sauerstoffmetabolismus kata-
lysieren (Hille, 1996). Bis auf die bereits erwähnte Nitrogenase inkorporieren alle Enzyme 
das Mo an MPT gebunden als Moco. Diese so genannten mononuklearen Molybdo-Enzyme 
katalysieren den Transfer eines Sauerstoff-Atoms zum bzw. vom Substrat in einer zwei-
Elektronen übertragenden Redoxreaktion (Hille, 1996). Während der Reaktion befindet sich 
das Mo im Enzym in einem Kreislauf zwischen dem oxidierten MoVI- und dem reduzierten 
MoIV-Zustand. Der gesamte Reaktionsmechanismus besteht somit aus der Kopplung einer 
oxidativen und einer reduktiven Halbreaktion und ist gekennzeichnet durch die Reduktion 
des MoVI bzw. die Oxidation des MoIV. Aufgrund der zwei Elektronen übertragenden Redox-
Reaktion zum oder vom Substrat vollzieht sich am Mo in der entsprechenden Halbreaktion 
ein direkter zwei-Elektronen Wechsel (Bray, 1988). In der jeweils komplementären Halbreak-
tion erfordert die Rückkehr in den Grundzustand des Enzyms die Aufnahme bzw. Abgabe 
von Elektronen am Mo. Dies geschieht über einen internen Elektronentransport zwischen 
dem Mo und einem zweiten Reaktionszentrum. Da es sich bei diesem zweiten Reaktions-
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zentrum typischerweise um eine Einzelelektronen übertragende Redox-Gruppe wie z.B. ein 
Häm oder [Fe-S]-Zentrum handelt, erfolgt die Rückkehr in den Ausgangszustand in der Re-
gel über MoV als Zwischenstufe. 
1.2.1 Die drei Familien der Molybdo-Enzyme 
Die meisten der mononuklearen Molybdo-Enzyme lassen sich einer von drei Familien zuord-
nen (Hille, 1996): 
(1) Die Mitglieder der Xanthinoxidase-Familie katalysieren die oxidative Hydroxylierung 
von Aldehyden und heterozyklischen Aromaten, die notwendigerweise mit der Spal-
tung einer C-H Bindung einhergeht. Diese Enzyme werden auch als Hydroxylasen 
bezeichnet, da die dem Substrat angefügte Hydroxylgruppe aus einem Wassermole-
kül stammt (Bray, 1975). Typische Vertreter dieser Klasse sind neben den eukaryoti-
schen Xanthinoxidoreduktasen (XOR) und Aldehydoxidasen (AO) eine Vielzahl pro-
karyotischer Enzyme, wie die ALO aus D. gigas und die Aldehyd-Ferredoxin-
Oxidoreduktase aus Pyrococcus furiosus. 
(2) Ausschließlich eukaryotische Enzyme enthält die Sulfitoxidase-Familie, in der neben 
der namengebenden Sulfitoxidase (SO) die assimilatorischen NRs aus Algen, Pilzen 
und höheren Pflanzen zusammengefasst werden. Diese Dehydroxylasen enthalten 
einen Dioxo-Moco, d.h. am Mo sind zwei terminale Sauerstoff-Atome ligandiert. Die 
Mitglieder dieser Familie katalysieren die Übertragung eines Sauerstoff-Atoms zu 
bzw. von einem Elektronenpaar eines Schwefel- oder Stickstoffatoms am Substrat. 
(3) Die Vertreter der DMSO-Reduktase-Familie sind dagegen ausschließlich in Eubakte-
rien zu finden und enthalten ein Guanosin-Nukleotid als organische Komponente des 
Moco. Neben der DMSO-Reduktase und der Biotin-Sulfoxid-Reduktase finden sich 
hier unter anderem die dissimilatorischen NRs und die Formiat-Dehydrogenasen. 
Diese Enzyme fungieren in Abwesenheit von Sauerstoff bei Vorhandensein ihres ent-
sprechenden Substrates als terminale Reduktasen und sorgen für einen effizienten 
Energiestoffwechsel des jeweiligen Eubakteriums. Als Besonderheit gelten die 
DMSO-Reduktasen aus Rhodobacter capsulatus und Rhodobacter sphaeroides, die 
keine weiteren Redox-Zentren außer dem Moco enthalten. Dies macht den Moco zu-
gänglich für spektroskopische und kinetische Untersuchungen, da sein Absorptions-
spektrum nicht durch die stärkere Absorption der üblichen prosthetischen Gruppen 
wie [Fe-S]-Zentren oder Flavine überlagert wird (Bastian et al., 1991; Kilpatrick et al., 
1995). 
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1.2.2 Pflanzliche Molybdo-Enzyme 
Von den über 40 existierenden Molybdo-Enzymen sind lediglich AO, die XDH, die NR sowie 
die SO in Pflanzen zu finden. Diese vier Enzyme sind jeweils aus zwei identischen Unterein-
heiten zusammengesetzt und nur als Dimer aktiv. Wie in Abb. 1-2 dargestellt ist, sind die 
Monomere von NR, AO und XDH in mehrere Domänen unterteilt, an die außer dem Moco 
die weiteren prosthetische Gruppen der internen Elektronentransport-Kette binden. 
Die SO dagegen besteht nur aus der Moco-Domäne und ist damit das einzige eukaryotische 
Molybdo-Enzym, das kein zweites Redox-Zentrum besitzt. Im Gegensatz zur tierischen SO, 
die die bei der Oxidation von Sulfit zu Sulfat freiwerdenden Elektronen auf Cytochrom c über-
trägt, nutzt die pflanzliche SO molekularen Sauerstoff (O2) als Elektronenakzeptor 
(R. Hänsch, unveröffentlichte Daten). Erst im Jahr 2001 wurde die Existenz der SO in Pflan-
zen nachgewiesen und die SO aus A. thaliana als ein peroxisomales Protein mit einer Masse 
von 90 kDa für das native Homodimer identifiziert (Eilers et al., 2001). Die NR ist das 
Schlüsselenzym der anorganischen Stickstoff (N)-Assimilation und katalysiert die Reduktion 
von Nitrat zu Nitrit. Das Monomer von 100 kDa besteht aus drei Domänen, die durch Protea-
se-sensitive „Hinge“-Regionen miteinander verbunden sind (Abb. 1-2). Die drei Domänen 
bilden durch die gebundenen prosthetischen Gruppen drei Redox-Zentren, die den Elektro-
nentransfer von NAD(P)H über FAD, Häm und Moco auf Nitrat katalysieren (zusammenge-
fasst durch Campbell, 1999). 
Während NR und SO wie erwähnt zu den Dioxo-Molybdo-Enzymen gehören, sind AO und 
XDH Vertreter der Monooxo-Hydroxylasen. Am Molybdän im aktiven Zentrum dieser Enzyme 
sind eine terminale Oxo-Gruppe und ein terminaler Schwefel ligandiert, der weder den jewei-
ligen Apo-Proteinen noch dem Pterin-Gerüst des Moco entstammt, sondern anorganischer 
Natur ist (Wahl u. Rajagopalan, 1982; Wahl et al., 1982). Eine in vitro Cyanid-Behandlung 
des Enzyms führt zu dessen Inaktivierung, da der Schwefel in Form von Thiocyanat ab-
gespalten und durch einen weiteren Oxo-Liganden ersetzt wird (Massey u. Edmondson, 
1970). Diese Desulfo-Form des Enzyms lässt sich durch die Behandlung mit Sulfid und 
Dithionit jedoch wieder in die aktive Form überführen. In vivo wird der terminale Schwefel-
Ligand durch eine spezifische enzymatische Reaktion an den Moco angefügt. Diese finale 
Aktivierung der Monooxo-Hydroxylasen erfolgt in A. thaliana durch die Moco-Sulfurase 
ABA3, deren Fähigkeit zur Sulfurierung des an das Enzym gebundenen Moco in vitro nach-
gewiesen werden konnte (Bittner et al. 2001). 
Mit 29-31% Identität auf Aminosäure (AS)-Ebene sind die pflanzlichen Monooxo-Hydroxy-
lasen AO und XDH signifikant homolog zueinander. Daraus und aus ihrer strukturellen Ähn-
lichkeit kann geschlossen werden, dass sie sich aus einem gemeinsamen Vorfahren entwi-
ckelten (Rodrígez-Trelles et al., 2003). Beide Enzyme besitzen eine molekulare Masse von 
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ca. 300 kDa und enthalten [Fe-S]-Zentren, FAD und Moco als prosthetische Gruppen. Die 
Moco-Bindungsdomäne befindet sich am C-Terminus des AO- und XDH-Monomers, wäh-
rend sie bei der Nitratredukase genau entgegengesetzt am N-Terminus angeordnet ist (Abb. 
1-2). In A. thaliana existieren die vier für AO-Proteine kodierenden Gene AAO1-AAO4, die 
sich auf verschiedenen Chromosomen befinden und damit nicht allel sind (Sekimoto et al., 
1998). Nach der Auftrennung von A. thaliana-Rohextrakten im nativen PA-Gel wurden mittels 
Aktivitätsfärbung die drei Isoformen AO, AO und AO detektiert, die die Oxidation ver-
schiedener Aldehyde wie Indol-3-carbaldehyd, 1-Naphthaldehyd und Benzaldehyd katalysie-
ren (Seo et al., 1998). Diese drei Isoformen werden von den Genen AAO1 und AAO2 co-
diert, wobei AO und AO Homodimere aus AAO1 und AAO2 sind, während AO ein Hete-
rodimer aus den Produkten beider Gene darstellt. Seo und Mitarbeiter (2000) identifizierten 
mit der AO eine weitere homodimere AO-Isoform, die vom AAO3-Gen codiert wird und mit 
der Umsetzung von Abscisinaldehyd zu Abscisinsäure (ABA) den finalen Schritt der stress-
abhängigen ABA-Biosynthese katalysiert. Ein weiteres Heterodimer aus AAO2 und AAO3 ist 
ebenfalls bekannt, jedoch nicht näher beschrieben (Koiwai et al., 2004). Das AAO4-Gen wird 
hauptsächlich in Schoten exprimiert, seine genaue Funktion ist allerdings noch unbekannt 
(Seo et al., 2000). 
1.3 Xanthindehydrogenase und Xanthinoxidase 
Die XDH (EC 1.1.1.204) und die XO (EC 1.1.3.22) repräsentieren verschiedene Formen 
desselben Genproduktes. Beide Enzymformen und ihre Reaktionen werden oft als Xanthin-
oxidoreduktase (XOR) zusammengefasst und sollen auch im Folgenden so bezeichnet wer-
den. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1-2: Domänenstruktur der Molybdo-Enzyme in A. thaliana. 
Die einzelnen Domänen sind mit den Namen der gebundenen prosthetischen Gruppen gekennzeichnet und durch 
so genannte „Hinge“-Regionen miteinander verbunden (NR = Nitratreduktase; SO = Sulfitoxidase; AO = Aldehyd-
oxidase; XDH = Xanthindehydrogenase). 
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Die Rinder-XOR kommt in großen Mengen in der Milch vor, wo sie eine Hauptkomponente 
der Membran der Fett-Globuli (MFGM = milk fat globule membrane) darstellt (Bray, 1975; 
Patton u. Keenan, 1975). Wohl aufgrund ihrer leichten Verfügbarkeit aus Kuhmilch wurde die 
XOR vor über 100 Jahren entdeckt und seit den 40er Jahren des letzten Jahrhunderts aus 
Kuhmilch aufgereinigt und erforscht (Massey u. Harris, 1997). Die Rinder-XOR ist damit nicht 
nur seit langem bekannt, sondern auch eines der am besten untersuchten Enzyme über-
haupt. Sie ist ein Schlüsselenzym des Purin-Katabolismus und katalysiert die Oxidation von 
Hypoxanthin zu Xanthin und von Xanthin zu Harnsäure. In Säugetieren ist die Hauptaktivität 
der XOR im Gewebe von Leber und Darm zu finden, sie ist jedoch in manchen Säugerarten 
auch im Blut und im Herzen vorhanden (De Jong et al., 1990). Beim Menschen sind außer in 
Leber und Darm lediglich sehr geringe XOR-Aktivitäten in weiteren Geweben zu finden (Sak-
sela et al., 1998). Eine XOR-Defizienz im Menschen wird als Xanthinurie bezeichnet und ist 
als asymptomatisch bekannt (Simmonds et al., 1995). Hypoxanthin und Xanthin sind besser 
wasserlöslich als Harnsäure und werden in großen Mengen im Urin ausgeschieden, so dass 
es daher nicht zu klinischen Symptomen kommt. Eine Überfunktion der XOR führt dagegen 
zu einer erhöhten Harnsäurekonzentration im Serum, der so genannten Hyperurikämie. In 
den meisten Fällen ist Hyperurikämie jedoch auf eine vermehrte Zufuhr von Nahrungsprotei-
nen oder eine verminderte renale Harnsäureausscheidung zurückzuführen (Thefeld u. Dort-
schy, 1995). Als Gicht wird die klinisch manifeste Hyperurikämie bezeichnet, die durch Aus-
scheidung von Salzen der Harnsäure an verschiedenen Körperstellen, vorwiegend in den 
Gelenken und deren Umgebung, charakterisiert ist. Zur Behandlung der Gicht-Symptome 
wird Allopurinol eingesetzt, das die XOR inaktiviert und damit die Geschwindigkeit der Harn-
säureproduktion senkt. 
Die XOR scheint ubiquitär im Organismenreich verbreitet zu sein, da XOR-Aktivität in Extrak-
ten aller bisher untersuchten Spezies einschließlich Bakterien, Pilzen, Algen und höheren 
Pflanzen gefunden wurde (Parks u. Granger, 1986). Bisher wurden die Nukleotid- und Pro-
tein-Sequenzen der XOR von Mensch (H. sapiens) (Wright et al., 1993), Rind (Bos taurus) 
(Berglund et al., 1996), Ratte (Rattus norvegicus) (Amaya et al., 1990), Maus (Mus muscu-
lus) (Terao et al., 1992), Huhn (Gallus gallus) (Sato et al., 1995), Drosophila melanogaster 
(Keith et al., 1987; Lee et al., 1987), Seidenraupe (Bombyx mori) (Kômoto et al., 1999), Cal-
liphora vicina (Rocher-Chambonnet et al., 1987), Caenorhabditis elegans (Wilson et al., 
1994), dem Pilz E. nidulans (Glatigny u. Scazzocchio, 1995) und den Bakterien R. capsu-
latus und E. coli (Leimkühler et al., 1998; Xi et al., 2000) veröffentlicht. 
1.3.1 Biochemische Eigenschaften der Xanthinoxidoreduktase 
Neben dem aus Milch aufgereinigten Rinder-Enzym wurde die XOR aus den Lebern von 
R. norvegicus (Waud u. Rajagopalan, 1976; Ikegami u. Nishino, 1986), G. gallus (Rajagopa-
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lan u. Handler, 1967; Nishino u. Nishino, 1989) und Pute (Meleagris gallopavo) (Cleere u. 
Coughlan, 1975) sowie aus den Brustdrüsen von M. musculus (McManaman et al., 1999) 
aufgereinigt. Obwohl diese Präparationen weniger gut charakterisiert sind als die aus Kuh-
milch, sind ihre grundlegenden Eigenschaften denen des Rinder-Enzyms generell ähnlich. 
Wie schon erwähnt, ist die XOR der namengebende Vertreter der Xanthinoxidase-Familie 
und gehört damit zur Klasse der Monooxo-Molybdo-Hydroxylasen. Alle bisher bekannten 
eukaryotischen XOR-Proteine sind 2 Homodimere, in denen die Redox-aktiven Cofaktoren 
in distinkten Domänen innerhalb einer einzelnen Polypeptid-Kette zu finden sind. Jede Un-
tereinheit ist demzufolge in drei Domänen unterteilt: am N-Terminus binden zwei [2Fe-2S]-
Zentren in einer Domäne von 20 kDa, die anschließende 40 kDa-Domäne beherbergt die 
FAD-Bindungsstelle, und die C-terminale Domäne von 85 kDa enthält die Moco-Bindungs-
stelle. 
Das Enzym der Säugetiere existiert in zwei ineinander umwandelbaren Formen, der XDH 
und der XO. In vivo dominiert die Dehydrogenase-Form, die entweder reversibel durch die 
Oxidation von Sulfhydryl-Gruppen oder irreversibel mittels Proteolyse in die Oxidase-Form 
überführt werden kann (Della Corte u. Stirpe, 1972). Abbildung 1-3 zeigt ein Modell beider 
Vorgänge. Limitierte Proteolyse konvertiert die Säuger-XDH in die Oxidase-Form durch Spal-
tung innerhalb beider „Hinge“-Regionen des Enzyms, wodurch drei den Domänen entspre-
chende Fragmente von 20 kDa, 40 kDa und 85 kDa entstehen (Abb. 1-3 rechts). Diese Frag-
mente liegen jedoch nur unter denaturierenden Bedingungen dissoziiert vor, so dass von 
einer engen Verbindung der Fragmente untereinander ausgegangen werden kann 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1-3: Schematisches Modell von Dehydrogenase- und Oxidase-Formen der Säuger-XOR. 
Die Xanthindehydrogenase (Mitte) wird reversibel durch Oxidation von Cystein-Resten (links) bzw. irreversibel 
durch partielle Proteolyse (rechts) in die jeweilige Xanthinoxidase-Form konvertiert. Zwecks besserer Übersicht-
lichkeit ist nur eine Untereinheit der homodimeren Enzyme abgebildet. 
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(Amaya et al., 1990). Bei der reversiblen Konversion von XDH in XO kommt es durch Zuga-
be eines Sulfhydryl-Oxidationsmittels zur Reduktion mehrerer Cystein-Reste im Enzym, von 
denen die Mehrzahl jedoch nicht direkt an der Umwandlung beteiligt ist (Waud u. Rajagopa-
lan, 1976; Hunt u. Massey, 1992). Stattdessen bilden lediglich zwei Cystein-Reste eine Di-
sulfid-Brücke innerhalb des Enzyms aus (Nishino u. Nishino, 1997; Rasmussen et al., 2000) 
und verursachen dadurch die reversible Konversion der XDH in die Oxidase-Form (Abb. 1-3 
links). Im Gegensatz zur XDH in Säugern kann das Enzym aus Hühnchen weder durch Pro-
teolyse noch durch Modifikation von SH-Gruppen in die Oxidase-Form überführt werden. 
Begrenzte Proteolyse führt zwar auch in diesem Fall zu einer Spaltung des Enzyms in die 
drei Domänen, geht jedoch mit einem Rückgang der Aktivität einher (Sato et al., 1995). 
Die XDH und die XO katalysieren beide die Oxidation von Hypoxanthin zu Xanthin und von 
Xanthin zu Harnsäure (Abb. 1-4). Die reduktive Halbreaktion des Enzyms findet am Mo-
Zentrum statt, wobei das Metall von MoVI zu MoIV reduziert wird. Die Reoxidation des Mo-
Zentrums erfolgt mittels internen Elektronentransfers zwischen den [Fe-S]-Zentren und dem 
FAD. Der Unterschied zwischen der XDH und der XO liegt in der Substratspezifität in der 
oxidativen Halbreaktion. Die Dehydrogenase reduziert hauptsächlich NAD+ in einer direkten 
2-Elektronen-Übertragung, vermag jedoch auch O2 als Elektronenakzeptor zu nutzen. Die 
Oxidase dagegen reduziert ausschließlich O2 und ist nicht in der Lage, NAD+ umzusetzen. 
Sowohl die XDH als auch die XO erzeugen bei der Reduktion von O2 außer Wasserstoffper-
oxid (H2O2) auch Superoxidradikale (O2-) (Hille u. Nishino, 1995). Diese Fähigkeit der XOR 
zur Produktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS = „reactive oxygen species“) ist im 
Zusammenhang mit klinischen Studien bezüglich Ischämie/Reperfusion von besonderem 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1-4: Von der XOR katalysierte Hauptreaktionen. 
Die Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin erfolgt am Mo-Redoxzentrum, während die Reduktion von NAD+ 
(durch die Dehydrogenase) bzw. O2 (hauptsächlich durch die Oxidase) am FAD erfolgt. 
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Interesse. Die Durchblutungsstörung eines Gewebes infolge unzureichender oder fehlender 
arterieller Blutzufuhr wird als Ischämie bezeichnet. Bei der Wiederdurchblutung (Reperfusi-
on) ischämischer Gewebe kommt es infolge der Sauerstoffzufuhr zu einer verstärkten Frei-
setzung von ROS, an deren Bildung die XOR beteiligt ist (McCord, 1985). 
Zusätzlich zu Hypoxanthin und Xanthin katalysiert die XOR die Hydroxylierung von verschie-
denen N-Heterozyklen und Aldehyden (Krenitsky et al., 1972). Außerdem kann das Enzym 
als NADH-Oxidase fungieren (Bray, 1975), wobei in diesem Fall die Elektronen vom NADH 
an das FAD übertragen werden. 
Erste Hinweise bezüglich der XOR-Struktur lieferte die Strukturaufklärung der ALO aus 
D. gigas (Romão et al., 1995) und der CO-Dehydrogenase (COD) aus Oligotropha carboxi-
dovorans (Dobbek et al., 1999). Beide Enzyme dienten auf Grund ihrer Verwandtschaft als 
Modelle für Struktur und Reaktionsmechanismus der XOR. Die ALO ist ein Homodimer, des-
sen Untereinheiten zwei [2Fe-2S]-Zentren sowie einen Moco als Cytosin-Dinukleotid enthal-
ten und 23% Identität zu den entsprechenden Domänen der Rinder-XOR zeigen. Die COD 
beherbergt im Gegensatz zur ALO neben [Fe-S]-Zentren und Moco auch FAD und weist 
17% Identität zu allen drei Domänen der Rinder-XOR auf. Obwohl der Modell-basierte An-
satz erste Einblicke insbesondere in die Struktur und Funktion der Moco-Bindungsdomäne 
lieferte (Huber et al., 1996), ergaben sich kaum Informationen hinsichtlich der FAD-Domäne. 
Erst im Jahr 2000 wurde die Struktur von Dehydrogenase- und Oxidase-Form des Rinder-
Enzyms (Enroth et al., 2000) aufgeklärt und somit die postulierte Anordnung der drei Domä-
nen im Monomer bestätigt, die den internen Elektronentransport in der angenommenen Rich-
tung ermöglicht. 
Die bisher beschriebenen Untersuchungen der XOR wurden alle am nativ aufgereinigten 
Enzym durchgeführt, da sich die Expression von aktiver rekombinanter XOR als schwierig 
herausstellte. In COS-1 Zellen, einer aus der Grünen Meerkatze (Cercopithecus aethiops) 
stammenden Zell-Linie, konnte die humane XOR lediglich transient exprimiert werden (Sak-
sela u. Raivio; 1996), während Nishino und Mitarbeiter (1997) die XOR aus Ratten in einem 
Baculovirus-Insektenzellen-System exprimieren konnten. Natives und rekombinantes Enzym 
zeigten zwar identische Größen, letzteres war jedoch größtenteils inaktiv und bestand aus 
einer Mischung aus Demolybdo-, Desulfo- und anderen inaktiven Formen (Nishino et al., 
2002). Viel versprechender erscheint einerseits die Expression der D. melanogaster XOR in 
E. nidulans, die zu Enzymaktivitäten führt, die nicht von denen des nativ aus 
D. melanogaster aufgereinigten Enzyms zu unterscheiden sind (Adams et al., 1997; Adams 
et al., 2002). Andererseits gelang es mittlerweile, die Rinder-XOR aktiv im Baculovirus-
Insektenzellen-System rekombinant zu exprimieren, was die Möglichkeit der Generierung 
und Untersuchung von XOR-Mutanten eröffnet (Kuwabara et al., 2003). Ein weiteres Modell-
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System für die Untersuchung des XOR-Reaktionsmechanismus’ bietet die prokaryotische 
XDH aus R. capsulatus. Das Enzym ist ein 22-Heterotetramer, zeigt jedoch starke struktu-
relle Ähnlichkeiten zur homodimeren XOR der Säuger (Leimkühler et al., 1998). Da sich die 
R. capsulatus-XDH zudem in E. coli rekombinant überexprimieren und in aktiver Form auf-
reinigen lässt, ist sie für weitergehende Analysen der XOR gut geeignet (Leimkühler et al., 
2003). 
1.3.2 Xanthindehydrogenase in Pflanzen 
Im Vergleich mit Tieren und Mikroorganismen wurde die XOR in Pflanzen relativ spät ent-
deckt. Das Vorkommen von Harnsäureabbauprodukten sowie die dafür notwendigen Enzy-
me in Pflanzen sind dagegen schon seit langem bekannt. Allantoin wurde z.B. bereits 1881 
aus Sprossen der Morgenländischen Platane (Platanus orientalis) (Schulze u. Barbieri), und 
Allantoinsäure im Jahre 1926 aus Bohnenhülsen (Fosse) isoliert. Im Samen des Echten 
Steinklee (Melilotus officinalis) wurde Harnsäure identifiziert und für den Vorläufer von Allan-
toin und Allantoinsäure gehalten (Fosse et al., 1932a, 1932b). Doch während Allantoinase 
und Uricase längst bekannt waren (Fosse et al., 1929a, 1929b), wurde in Untersuchungen 
der Ureid-Synthese die der Uricase vorangehende Reaktion – und damit die Bildung der 
Harnsäure – nicht beachtet (Brunel u. Echevin, 1938; Brunel u. Capelle, 1947). Fosse und 
Mitarbeiter vermuteten 1933 zum ersten Mal die Existenz von so genannten „Purinoxidasen“, 
welche die Synthese von Harnsäure aus Purinen katalysieren könnten. Die XOR wurde je-
doch erst 1973 in Blattextrakten einer Prunkwindenart (Pharbitis nil syn. Ipomoea nil) als 
NAD+-abhängiges Enzym charakterisiert (Nguyen). Kurz darauf konnte XDH-Aktivität in Kal-
lus von Tabak (Nicotiana tabacum) (Mendel u. Müller, 1976) und Blättern der Erbse (Pisum 
sativum) nachgewiesen werden (Nguyen u. Feierabend, 1978). Mittlerweile wurde die XOR 
in der Dehydrogenase-Form nativ aus Wurzelknöllchen der Bohne (Boland, 1981), aus der 
Grünalge Chlamydomonas reinhardtii (Pérez-Vicente et al., 1988, 1992), aus Weizenblättern 
(Triticum aestivum) und Blättern verschiedener Fabaceae (Montalbini, 1998, 2000) sowie 
aus Erbsensämlingen (Sauer et al., 2002) aufgereinigt. Ähnlich den tierischen XORs sind alle 
bisher beschriebenen pflanzlichen XDH-Proteine Homodimere mit einer molekularen Masse 
von ca. 300 kDa und katalysieren neben der Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin die 
Umsetzung von verschiedenen Aldehyden. 
Der pflanzlichen XOR wird abgesehen von der Purin-Degradation eine Bedeutung in weite-
ren zellulären Prozessen zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, dass die XDH in die 
Wirt-Pathogen-Interaktionen zwischen phytopathogenen Pilzen wie Uromyces oder Puccinia 
und Fabaceaen bzw. Getreide involviert ist (Montalbini, 1992a, 1992b). Ferner scheint das 
Enzym bei natürlicher Seneszenz und beim Zelltod infolge hypersensitiver Reaktionen eine 
Rolle zu spielen (Montalbini, 1995; Montalbini u. Della Torre, 1996). Da diese Vorgänge mit 
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der Bildung von ROS einhergehen, wird auf die Bildung von O2- und H2O2 durch die XDH 
geschlossen. Im Einklang mit dieser Hypothese wurde ein Anstieg der XDH-Aktivität in se-
neszenten Erbsenblättern beobachtet (Pastori u. del Río, 1997). 
Einer großen Anzahl an Veröffentlichungen über die tierische XOR stehen vergleichsweise 
wenige Untersuchungen über das pflanzliche Enzym gegenüber. Mittlerweile sind einige Da-
ten bezüglich der biochemischen Eigenschaften von pflanzlicher XDH verfügbar, diese beru-
hen jedoch ausschließlich auf der Charakterisierung des nativ aus Pflanzen aufgereinigten 
Enzyms. In der vorliegenden Arbeit soll deswegen mit der Klonierung der ersten pflanzlichen 
XDH aus A. thaliana zum einen die molekulare Analyse des Enzyms erfolgen. Zum anderen 
soll das Protein rekombinant überexprimiert und dadurch für weitere biochemische Analysen 
verfügbar gemacht werden. Parallel dazu soll die Untersuchung der XDH-Expression in 
A. thaliana unter verschiedenen Bedingungen sowie die Analyse von XDH-„knock out“-
Mutanten in A. thaliana die physiologische Bedeutung des Enzyms für die Pflanze aufklären. 
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2 Ergebnisse 
2.1 Isolation und Charakterisierung der XDH-Gene in A. thaliana 
Eine Datenbankabfrage in „The Arabidopsis Information Resource“ (TAIR) mit der Rinder-
XDH cDNA als Suchsequenz unter Verwendung von BlastX zeigte zwei putative XDH-Gene 
in A. thaliana auf, die sich in Tandem-Orientierung auf Chromosom 4 befinden und eine weit-
aus größere Ähnlichkeit zu XORs als zu AOs aufwiesen. Bezogen auf den BAC-Klon 
AL079347/ATF11I11 liegen die beide putativen Gene, annotiert als T11I11.130 und 
T11I11.140, in dessen Zentrum, wobei die offenen Leserahmen in dieselbe Richtung weisen 
und nur durch 704 bp voneinander getrennt sind (Abb. 2-1A). Das vorhergesagte Gen 
T11I11.130 reicht von Position 50304 für das Start-ATG bis Position 44057 (Stop-TGA) und 
wird im folgenden mit AtXDH1 bezeichnet. Analog dazu wird T11I11.140 als AtXDH2 charak-
terisiert und reicht von Position 56627 (ATG) bis 51009 (TGA). Für beide putativen Gene 
wurden „expressed sequence tags“ (ESTs) in den Datenbanken gefunden, die einerseits 
belegen, dass beide Gene tatsächlich transkribiert werden, und außerdem die vorhergesag-
ten Translations-Start- und -Endpunkte bestätigen. Weitere putative XDH-Gene konnten über 
Datenbankanalysen im Genom von A. thaliana nicht ausfindig gemacht werden. 
2.1.1 Klonierung der AtXDH1 cDNA 
Bei Datenbankanalysen wurde ein A. thaliana EST mit der GenBank Accession Nr. 
AV548322 gefunden, der homolog zum 5’-Bereich des AtXDH1-Gens ist. Der entsprechende 
Klon RZL51g03 konnte in Form einer in pBluescript klonierten cDNA über das Kazusa DNA 
Research Institute (Chiba, Japan) bezogen werden. Die vollständige Sequenzierung ergab, 
dass der EST ein einziges offenes Leseraster von 4083 Basen und somit die komplette 
AtXDH1-cDNA inklusive der 3’-nichtcodierenden Region enthält. Der tatsächliche Start- und 
Endpunkt der Translation entspricht dem des vorhergesagten Gens, während sich hinsicht-
lich der codierenden Region eine Abweichung ergab. Die vorliegende AtXDH1 cDNA besteht 
aus 14 Exons, das entsprechende Gen T11I11.130 enthält demnach 13 Introns, deren ge-
naue Länge Abb. 2-1B zu entnehmen ist. Es codiert damit für ein Protein aus 1361 Amino-
säuren. 
2.1.2 Klonierung der AtXDH2 cDNA mittels RT-PCR 
Für das AtXDH2-Gen zeigten Datenbankanalysen entsprechende ESTs sowohl im 5’- als 
auch im 3’-Bereich, wobei diese bis auf Translations-Start und -Stop stark von der vorher-
gesagten putativen cDNA abwichen. Aus diesem Grund wurde versucht, die tatsächliche 
AtXDH2-cDNA mittels RT-PCR zu isolieren. Auf der Grundlage des Datenbankeintrages 
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T11I11.140 wurden Primer gesetzt, die einerseits die Amplifikation der AtXDH2-cDNA in vol-
ler Länge sowie die eines 2 kb großen Teilfragmentes im 3’-Bereich ermöglichen sollten. 
Durch den Einsatz eines Gradienten-Cyclers konnten verschiedene Annealing-Temperaturen 
getestet werden. Als Template für die PCR dienten Aliquots einer revers transkribierten Ge-
samt-RNA aus A. thaliana Col-0 Blättern. 
Wie in Abb. 2-2 zu erkennen, führte die PCR mit der Primerkombination XDH2_2047+ und 
XDH2_3’XhoI zu mehreren Amplifikaten, deren Intensität bei steigender Annealing-Tempe-
ratur größtenteils zurückging. Eine Bande von ca. 2 kb entspricht in der Größe dem erwarte-
ten cDNA-Amplifikat. Diese Bande sowie ein 3,2 kb großes Fragment erreichten bei 60,3°C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-1: Genomische- und cDNA-Struktur von AtXDH1 und AtXDH2. 
(A) Tandem-Ausrichtung beider Gene auf Chromosom 4, dargestellt anhand des BAC-Klones ATF11I11. Die 
Pfeile geben die Orientierung wider. (B) Exon/Intron-Struktur beider Gene. Die Größen der Exons (graue Boxen) 
und Introns (Spitzen) sind in Basenpaaren angegeben, außerdem ist die Gesamtlänge der offenen Leserraster 
angegeben (orf = „open reading frame“). 
Abb. 2-2: Ergebnis der RT-PCR mit den Primern 
XDH2_2047+ und XDH2_3’XhoI bei verschiede-
nen Annealing-Temperaturen. 
Als Template für eine PCR mit 40 Zyklen dienten je 
1,5 µl einer RT-Reaktion mit A. thaliana Col-0 Blatt 
Gesamt-RNA. Je 5 µl der PCR wurden auf einem 
1% Agarosegel aufgetrennt; die verwendeten An-
nealingtemperaturen sind über den Spuren ange-
geben (M = Marker). 
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die maximale Intensität, was auf eine spezifische Amplifikation hinweisen könnte. Beide 
Banden wurden daher aus dem Gel eluiert, in den Vektor pGEM-Teasy kloniert und sequen-
ziert. Die Sequenzierung ergab, dass es sich bei der kleineren Bande um das erwartete 
2049 bp-Fragment aus dem 3’-Bereich der AtXDH2-cDNA handelte, während die 3,2 kb-
Bande mit dem entsprechenden genomischen Bereich übereinstimmte. Die Primerpaarung 
XDH2_5’XhoI und XDH2_3’XhoI, mit der die gesamte cDNA amplifiziert werden sollte, führte 
unter den getesteten PCR-Bedingungen zu keinem Ergebnis. Auch mit weiteren Primerkom-
binationen, die im 5’-Bereich der AtXDH2-cDNA binden sollten, konnten keine Amplifikate 
erzielt werden. Deshalb wurde eine Hybrid-cDNA zusammengesetzt, bestehend aus dem 
amplifizierten 3’-2 kb-Fragment und dem 5’-EST AU238070 im Überlapp mit der cDNA 
AK117254. Diese cDNA scheint aus einer unvollständig gespleißten mRNA hervorgegangen 
zu sein, da Intron 4 noch in der Sequenz enthalten ist, wodurch es zu einem vorzeitigen Ab-
bruch des offenen Leserasters nach 1866 bp kommt. Alle weiteren Exon-Intron Übergänge 
stimmen jedoch mit dem 5’-EST bzw. mit dem RT-PCR-Fragment überein. So ergibt sich für 
die tatsächliche AtXDH2-cDNA ein offenes Leseraster von 4059 Basen, welches wie bei der 
AtXDH1-cDNA aus 14 Exons besteht (Abb. 2-1B) und für ein Protein aus 1353 Aminosäuren 
codiert. 
Die wie beschrieben isolierten cDNA-Sequenzen von AtXDH1 und AtXDH2 wurden bei Gen-
Bank™ hinterlegt und erhielten die Accession Nr. AY171562 für AtXDH1 bzw. AY518202 für 
AtXDH2. Die vollständigen cDNA- und Protein-Sequenzen sind außerdem im Anhang dieser 
Arbeit zu finden. 
Spleißvariante der AtXDH2 cDNA 
Neben dem beschriebenen AtXDH2-Fragment von 2049 bp wurde mit derselben Primerpaa-
rung mehrfach ein 1985 bp großes cDNA-Fragment amplifiziert, welches ebenfalls sequen-
ziert wurde. Bei dieser Spleißvariante der AtXDH2-cDNA ist Exon 12 um 64 bp verkürzt 
durch Verschieben der Spleiß-Akzeptorseite (Intron-Exon Übergang) unter Einhaltung der 
GT/AG-Regel. Durch das alternative Spleißen kommt es zu einer Verschiebung des Lese-
rasters an Position 3446, die letztendlich zu einem vorzeitigen Abbruch nach Position 3525 
führt. 
2.1.3 Phylogenetische Analyse 
Die beiden isolierten XDHs aus A. thaliana sind sowohl auf Protein- als auch auf Nukleinsäu-
reebene untereinander zu 93% identisch. Insbesondere die Exon-Intron Übergänge sind 
hochkonserviert und weisen lediglich im 5’- und 3’-Bereich von Exon 2 wenige Basenaustau-
sche auf. Das AtXDH1-Protein weist 47% Identität zu humaner- und Rinder-XDH auf, bei der 
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AtXDH2 sind es 46%. Beide Proteine zeigen dagegen lediglich 29-31 % Identität zu den AO-
Proteinen aus A. thaliana. Dies deutet stark darauf hin, dass es sich um XDHs handelt, die 
zwar den AOs ähneln, sich jedoch funktionell von diesen unterscheiden. 
Um herauszufinden, zu welchem Zeitpunkt der Evolution die Genduplikation in A. thaliana 
entstanden ist, wurden die phylogenetischen Beziehungen verschiedener eukaryotischer 
XDH-Proteine untersucht (Abb. 2-3). Drei AOs aus A. thaliana wurden als Außengruppe 
festgelegt, da sie zu den XDHs homolog, aber dennoch funktionell andersartig sind. Die aus-
gewählten XDH-Sequenzen zeigen eine Aufteilung in drei Gruppen, wobei die pflanzlichen 
XDHs eine eigene monophyletische Untergruppe neben den tierischen und pilzlichen XDHs 
bilden. Bisher sind außer einer Reis (Oryza sativa)-cDNA keine weiteren pflanzlichen XDH-
Sequenzen bekannt. Die verwendete C. reinhardtii Proteinsequenz beruht daher auf einer 
tblastn-Suche (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit dem AtXDH1-Protein gegen das 
C. reinhardtii-Genom. Die erhaltenen genomischen Klone 255, 2509, 3834 und 481 wurden 
mit Hilfe von GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) auf ihre Exon-Intron Struktur 
hin überprüft und anschließend in silico translatiert. Diese Analysen zeigen, dass die durch-
sequenzierten Genome von O. sativa und C. reinhardtii im Gegensatz zu A. thaliana jeweils 
nur ein einziges XDH-Gen enhalten, und dass die Genduplikation in A. thaliana scheinbar 
weit nach der Trennung von mono- und dikotylen Pflanzen stattgefunden hat. Dementspre-
chend handelt es sich evolutiv gesehen um ein Ereignis der jüngeren Vergangenheit. Inner-
halb der Tiere gruppieren die Nematoden separat von den Insekten und den Wirbeltieren. 
Basierend auf den Ähnlichkeiten der Proteinsequenzen untereinander verdeutlicht dieser 
phylogenetische Baum, dass AtXDH1 und AtXDH2 tatsächlich XDHs und keine AOs sind. 
Abb. 2-3: Phylogenetischer Stammbaum eukaryoti-
scher XOR-Proteine. 
Die vollständigen Proteinsequenzen wurden mit ClustalP 
aligniert, anschließend wurde nach der „neighbour joi-
ning“-Methode unter Verwendung von PAUP 4.0 ein mit 
festgelegter Außengruppe gewurzelter Baum erstellt. Die 
Bootstrap-Werte wurden aus 100 unabhängigen Stich-
proben generiert. GenBank Accession Nr. der als Au-
ßengruppe festgelegten A. thaliana AOs: AO1 
(BAA28624), AO2 (BAA28625), AO3 (BAA82672). Gen-
Bank Accession Nr. der XOR-Sequenzen: AtXDH1 
(AY171562), AtXDH2 (AY518202), C. elegans 
(NP_502747) C. reinhardtii (nicht verfügbar) O. sativa 
(cDNA: AK065099), E. nidulans (CAA58034), N. crassa 
(EAA27223), H. sapiens (P47989), R. norvegicus 
(P22985), M. musculus (CAA44705), B. taurus 
(CAA58497), G. gallus (P47990), D. melanogaster 
(S07245), C. vicina (JQ0407), B. mori XDH1 
(BAA21640), B. mori XDH2 (BAB47183). 
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2.2 Regulation und Expression von AtXDH1 und AtXDH2 
Das Vorhandensein von zwei allem Anschein nach exprimierten XDH-Genen in A. thaliana 
wirft die Frage nach deren Regulation auf. Um einen Einblick in die Situation in vivo zu be-
kommen, sollten Expressionsstudien auf mRNA-Ebene durchgeführt sowie die entsprechen-
den XDH-Aktivitäten in Pflanzen-Rohextrakten bestimmt werden. 
2.2.1 Untersuchung von Transkription und Enzymaktivitäten 
Aufgrund der hohen Identität und annähernd gleichen Größe beider mRNAs ist es unmög-
lich, die Transkripte von AtXDH1 und AtXDH2 in einer Northern-Blot Hybridisierung getrennt 
voneinander nachzuweisen. Aus diesem Grund wurden die Transkriptmengen mittels semi-
quantitativer RT-PCR untersucht. Spezifische Primer wurden im 3’-Bereich der cDNAs ge-
setzt, mit deren Hilfe ein 693 bp-Fragment der AtXDH1 bzw. ein 279 bp-Fragment der 
AtXDH2 amplifiziert wurde. Durch Sequenzieren der aufgereinigten Fragmente wurde zu-
nächst sichergestellt, dass es sich um korrekte Amplifikate der jeweiligen cDNA handelt, be-
vor die PCR zur Analyse verschiedener RT-Reaktionen eingesetzt wurde. Jede RT-PCR 
wurde zur Kontrolle mindestens dreimal durchgeführt, um zu repräsentativen Ergebnissen zu 
gelangen. 
Wie in Abb. 2-4 gezeigt, konnte mRNA-Expression beider XDHs in Wurzeln, Blättern, Stän-
geln, Blüten und Schoten nachgewiesen werden, jedoch mit unterschiedlicher Intensität. 
Auch XDH-Aktivität wurde in allen untersuchten Geweben gefunden. Der in Gel-
Aktivitätsnachweis erlaubt allerdings keinen Rückschluss darauf, von welcher XDH-Isoform 
die gezeigten Aktivitäten stammen. Beide XDH-Proteine lassen sich auf Grund ihrer hohen 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-4: Expression von AtXDH1 und AtXDH2 in verschiedenen Geweben. 
Relative Expression von AtXDH1 und AtXDH2 mRNA (links). Von jeder RT-PCR wurden 10 µl im 2%igen Agaro-
segel aufgetrennt (M = 100 bp Leiter, oberste Bande = 1000 bp). Bestimmung der XDH-Aktivität im nativen 7,5% 
PA-Gel mit Hypoxanthin als Substrat (rechts). Pro Spur wurden 80 µg Proteinrohextrakt aufgetragen. 
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Identität und damit verbundenen gleichen pysikalisch-chemischen Eigenschaften im nativen 
PA-Gel nicht separieren. Ferner besteht die Möglichkeit, dass nur eine Isoform tatsächlich 
translatiert wird bzw. aktiv ist. 
Die Untersuchung der relativen mRNA-Expression von AtXDH1 und AtXDH2 in Blättern ver-
schiedener Altersstadien zeigt einen Anstieg des AtXDH1 mRNA-Gehalts in alternden und 
seneszenten Blättern, während die AtXDH2-Transkriptmenge unverändert bleibt und somit 
als interner Standard fungiert (Abb. 2-5). In den korrespondierenden Pflanzenextrakten wur-
de neben der XDH- auch die AO-Aktivität nachgewiesen; zusätzlich wurden Blätter mit ho-
hem Anthocyan-Gehalt untersucht, der wahrscheinlich durch eine künstlich verlängerte Ge-
nerationsdauer hervorgerufen wurde. Die XDH-Aktivität ist vom Keimling bis zum alternden 
Blatt gleich bleibend, steigt jedoch in seneszenten Blättern stark an. Auch in den rot gefärb-
ten Blättern ist eine erhöhte Aktivität zu erkennen. Die Aktivität der drei AOs ist dagegen in 
Keimlingen am höchsten; daraus kann auf eine getrennte Regulierung von XDH und AOs 
geschlossen werden. 
 
Im Tagesgang bleibt das Transkript der AtXDH2 in Blatt und Wurzel wiederum unverändert, 
während zwischen 9 Uhr und 18 Uhr eine leichte Erhöhung der AtXDH1 mRNA-Menge so-
wohl in Blättern als auch in Wurzeln zu erkennen ist (Abb. 2-6). Umgekehrt dazu zeigt die 
XDH-Aktivität in Blättern während der Lichtperiode einen leichten Rückgang im Vergleich zur 
Nacht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-5: XDH-Expression in unterschiedlich alten Blättern. 
Je 10 µl RT-PCR wurden im 2%igen Agarosegel (links) bzw. je 60 µg Pflanzenrohextrakt im nativen 7,5% PA-Gel 
(rechts) aufgetrennt. Die XDH-Aktivität wurde mit Hypoxanthin, die AO-Aktivitäten wurden mit Indol-3-carbaldehyd 
und 1-Naphthaldehyd als Substrat untersucht (M = 100 bp Leiter, oberste Bande = 1000 bp). 
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2.2.2 Einfluss abiotischer Stresse 
Da in Mais (Zea mays) eine Salzbehandlung zu Veränderungen der XDH-Aktivität führte (Ba-
rabás et al., 2000), wurden A. thaliana-Pflanzen verschiedenen Stressen ausgesetzt und 
deren Einfluss auf die Expression der XDH untersucht. Ein Trocknungsprozess von 4 Stun-
den, der das Frischgewicht der Pflanzen um 50% verringerte, führte zu einem Anstieg der 
AtXDH1 mRNA in Blättern bei gleichzeitig starkem Rückgang in den Wurzeln, während die 
AtXDH2 Transkript-Menge unverändert bleibt (Abb. 2-7A). Um herauszufinden, ob die Varia-
tionen auf Transkriptebene direkt durch den eigentlichen Trockenstress hervorgerufen oder 
durch die damit einhergehende Bildung von ABA vermittelt werden, wurden Pflanzen mit 
einer ABA-Lösung behandelt und getestet. Neben dem Wildtyp wurde eine aba3-Mutante 
untersucht, die Trockenstress mit und ohne vorhergehender ABA-Behandlung ausgesetzt 
wurde. Diese Mutante ist auf Grund einer Mutation in der Moco-Sulfurase nicht in der Lage, 
AO und XDH durch Sulfurierung zu aktivieren. Somit unterbleibt eine Stressantwort, die 
durch von der AO gebildete ABA vermittelt wird (Bittner et al., 2001). Sowohl der Wildtyp als 
auch die aba3-Mutante akkumulieren AtXDH1 mRNA nach ABA-Behandlung, während Tro-
ckenstress alleine kaum einen Anstieg in der aba3-Mutante bewirkt (Abb. 2-7B). 
Passend zur Transkriptveränderung steigt die XDH-Aktivität im Wildtyp ebenfalls im Blatt an 
und nimmt in der Wurzel ab, wobei die maximalen Veränderungen bereits 4 Stunden nach 
Beginn der Austrocknung erreicht sind (Abb. 2-7A). In Abb. 2-7B ist zu erkennen, dass auch 
die ABA-Behandlung einen leichten Anstieg der XDH-Aktivität verursacht. 
Salz- und Kältestress führen ebenso lediglich zu Veränderungen der AtXDH1 mRNA, wäh-
rend die AtXDH2 mRNA mit unveränderter Stärke exprimiert wird. Nach der Applizierung von 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-6: Expression von AtXDH1 und AtXDH2 im Tagesgang. 
Die Photoperiode dauerte von 7 Uhr bis um 23 Uhr. 2%ige Agarosegele wurden mit je 10 µl RT-PCR beladen; im 
nativen 7,5% PA-Gel wurden je 80 µg Blatt-Rohextrakt aufgetragen und mit Hypoxanthin als Substrat gefärbt 
(M = 100 bp Leiter, oberste Bande = 1000 bp). 
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  2. ERGEBNISSE 
 20 
200 mM NaCl kommt es nach 20 Stunden zu einem starken Anstieg des AtXDH1 Tran-
skripts, andauernde Kälte bei 4°C sowie ein kurzfristiger Froststress von -4°C führen dage-
gen zu einem Rückgang der mRNA-Menge. Die starke Veränderung der Transkriptmenge 
nach Salzstress wird auf Aktivitätsebene nicht widergespiegelt; Kälte- und Frost-Behandlung 
hingegen führen, dem AtXDH1 mRNA-Rückgang entsprechend, auch zu einer Abnahme der 
Aktivität. Alle untersuchten Stresse beeinflussen demnach direkt oder indirekt die Expression 
der AtXHD1 mRNA bzw. die XDH-Aktivität in Rohextrakten so behandelter Pflanzen. 
2.2.3 Analyse der putativen Promotor-Regionen 
Jeweils 2 kb umfassende Bereiche vor dem Start-ATG von AtXDH1 und AtXDH2 wurden 
datenbankgestützt auf mögliche Promotorelemente hin untersucht. Da die vorangegangenen 
RT-PCR Experimente eine stressabhängige Regulation vermuten lassen, wurde besonderes 
Augenmerk auf bekannte Stress-regulierte Promotorelemente gelegt. In Tab. 2-1 sind die in 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-7: XDH-Expression unter verschiedenen Stressen. 
Relative mRNA-Expression sowie XDH-Aktivität nach Trockenstress (A), nach ABA-Behandlung von Wildtyp und 
aba3.2-Mutante (B) sowie nach Salz-, Kälte- und Froststress (C). Je 10 µl RT-PCR im 2%igen Agarosegel bzw. je 
80 µg Rohextrakt im 7,5% PA-Gel; Färbung mit Hypoxanthin als Substrat. (M = 100 bp Leiter, oberste Bande = 
1000 bp; K = Kontrolle; T = 4 h Trockenstress) 
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den putativen Promotoren enthaltenen Motive aufgeführt. So finden sich im Bereich des 
AtXDH1 Promotors neben W-Box Elementen, an die die elicitorinduzierten WRKY-Transkrip-
tionsfaktoren binden können und G-Box Elementen, den Bindungsorten der GBF-Proteine, 
zwei durch ABA regulierte Elemente sowie ein bei Trockenstress wirksames Element (DRE). 
Bemerkenswert ist auch das häufige Auftreten der Opaque2 und ROM2 Bindungselemente 
in beiden Promotor-Bereichen. Opaque2 und ROM2 gehören zur Klasse der basischen Leu-
cin-„Zipper“ Proteine und sind insbesondere während der Samenreifung aktiv (Chern et al., 
1996; Yunes et al., 1994). 
Diese Analysen bestätigen die Annahme, dass die AtXDH1 sehr stark reguliert ist und wahr-
scheinlich das wichtigere Isoenzym für die Pflanze darstellt. Deshalb wurde die AtXDH1 für 
die heterologe Expression und die biochemische Charakterisierung ausgewählt. 
Tab. 2-1: Promotor-Elemente im genomischen 5’-Bereich beider XDHs. 
(ABRE = abscisic acid responsive element; DRE = drought responsive element; W-Box = WRKY-Bindungsstelle; 
G-Box = GBF-Bindungsstelle; O2 [Opaque2] und ROM2 = bZIP-Transkriptionsfaktoren) 
Position stromaufwärts vom 
Bezeichnung Sequenz 
AtXDH1 ATG AtXDH2 ATG 
ABRE ACACNNG -1378; -374 — 
DRE (TA)CCGAC(AT) -1928 -1530; -1487 
W-Box TTGACY -1349; -576; -187; -28 — 
W-Box ähnlich BBWGACYT -28 -1319 
G-Box core Element ACGT -1879; -1524 — 
AtMyb4-Bindungsstelle AMCWAMC -525; -430 -1898; -1288; -864 
O2-Box core Element CATG -964; -619; -609; -602 kommt 8x vor 
ROM2-Box core  ACCT kommt 5x vor kommt 13x vor 
 
Transgene Promotor-GUS Pflanzen 
Um die Regulation der beiden XDH-Promotoren besser untersuchen zu können, wurden die 
bereits erwähnten 2 kb-Fragmente stromabwärts vom Start-ATG vor das Reportergen GUS 
kloniert und stabil in A. thaliana transformiert. Dazu wurde eine genomische PCR mit muta-
genisierenden Primern durchgeführt, die jeweils direkt vor dem ATG beider XDH-Gene eine 
NcoI-Schnittstelle und 2 kb stromabwärts eine EcoRI-Schnittstelle in die Promotor-Regionen 
einfügten. Eine aus dem Vektor pRT103 stammende 35S CaMV::GUS-Kassette wurde in 
pBS zwischenkloniert und dort der 35S-Promotor gegen die amplifizierten XDH-Promotoren 
ausgetauscht. Die Promotor-GUS-Elemente wurden über EcoRI und HindIII in pBIN19 klo-
niert, und die entstandenen Konstrukte pBIN19 XDH1 P::GUS bzw. pBIN19 XDH2 P::GUS 
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wurden mittels Agrobacterium tumefaciens vermittelter Vakuuminfiltration stabil in A. thaliana 
transformiert. 
Nach Selektion von kanamycinresistenten Pflanzen der T1-Generation wurden isolierte 
Pflanzen fluorimetrisch auf Expression des GUS-Gens hin untersucht. Sowohl Transforman-
ten mit dem AtXDH1-Promotor als auch mit dem AtXDH2-Promotor zeigten eine deutliche 
Expression des GUS-Gens (Tab. 2-2). Ein applizierter Trockenstress über 4 Stunden führte 
in einer XDH1 P::GUS-Transformante zu einer 8fachen Steigerung der GUS-Expression. 
Dieses aufgrund von Materialmangel nur einmal durchgeführte Experiment bestätigt dennoch 
eindrucksvoll die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR. Die erzeugten GUS-Pflanzen 
stellen folglich ein geeignetes Material für weitergehende Expressions-Analysen dar. 
 
2.3 Analyse von A. thaliana XDH T-DNA Insertions-Mutanten 
Bei Datenbankabfragen mit der AtXDH1 und der AtXDH2 als Suchsequenz wurde für beide 
Gene jeweils eine mittels T-DNA Insertion erzeugte „knock out“-Mutante gefunden. Die GA-
BI-Kat Linie 049D04 mit einer Integration im AtXDH1-Gen, im folgenden mit AtXDH1-ko be-
zeichnet, wurde vom MPI für Züchtungsforschung in Köln zur Verfügung gestellt, während 
die SALK Linie 015081, entsprechend AtXDH2-ko genannt, über das Nottingham Arabi-
dopsis Stock Centre (NASC) bezogen werden konnte. Die Untersuchung beider Linien sollte 
Hinweise auf die Bedeutung der einzelnen XDH-Proteine für die Pflanze liefern sowie die 
Regulation von AtXDH1 und AtXDH2 aufzuklären helfen. Vor der physiologischen und bio-
chemischen Charakterisierung sollte die molekulare Charakterisierung der Mutanten bele-
gen, dass es sich tatsächlich um einen „knock out“ des AtXDH1- bzw. des AtXDH2-Gens 
Tab. 2-2: Fluorimetrische Bestimmung der GUS-
Aktivität transgener A. thaliana. 
Es sind Mittelwerte aus je drei Messungen abgebildet 
(oben) bzw. Einzelmesswerte (unten). 
Pflanze rel. Fluoreszenz/h µg 
Wildtyp 1625 ± 89 
XDH1 P GUS 4075 ± 136 
XDH2 P GUS 13735 ± 248 
Wildtyp 801 
XDH1 P GUS 
Kontrolle 1644 
XDH1 P GUS 
Trockenstress 15050 
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handelt. Wie von den auf diesem Gebiet führenden Instituten SALK und ZIGIA empfohlen, 
sollte dabei lediglich die Integration der linken Grenze bestätigt werden. 
2.3.1 Molekulare Charakterisierung 
Um zu überprüfen, ob an der angegebenen Stelle tatsächlich eine T-DNA Integration vor-
handen ist, war die Isolierung der die T-DNA flankierenden genomischen Bereiche erforder-
lich. Dies erfolgte mit Hilfe der inversen PCR, da die Sequenzen der verwendeten T-DNA 
Vektoren, pAC161 bei der AtXDH1-ko sowie pROK2 bei der AtXDH2-ko, bekannt waren. 
Zunächst wurde dazu genomische DNA mit EcoRI und SacI im Fall der AtXDH1-ko Linie 
bzw. mit BglII und HindIII bei der AtXDH2-ko Linie verdaut. Diese Enzyme schneiden jeweils 
einmal innerhalb der integrierten T-DNA. Anschließend wurden die erhaltenen Fragmente 
religiert in der Hoffnung, dabei Fragmente aus partieller T-DNA und flankierenden genomi-
schen Bereichen zu erhalten. Mit Hilfe von spezifischen Primern, die jeweils innerhalb der T-
DNA binden, aber in Richtung der flankierenden Bereiche weisen, wurde die angrenzende 
genomische DNA inklusive der T-DNA Endstücke amplifiziert. 
Die inverse PCR mit genomischer DNA der AtXDH1-ko Linie als Template ergab ein die linke 
Grenze flankierendes Fragment von 1700 bp Größe. Nach Klonierung des Fragments in den 
Vektor pGEM-Teasy ergab die anschließende Sequenzierung zweier Klone, dass die Inte-
gration der T-DNA nach Position 2137 ab Start-ATG im Gen der AtXDH1 erfolgte. Damit 
konnte der im Datenbankeintrag der Linie 049D04 angegebene Ort der T-DNA Integration 
exakt bestätigt werden. Dieser entspricht der Position 1590 in Exon 4 der cDNA (Abb. 2-8), 
d.h. die Integration befindet sich im codierenden Bereich des Gens und sollte dessen korrek-
te Translation unterbinden. 
Im Fall der AtXDH2-ko Linie erzeugte die inverse PCR zwei die linke Grenze flankierende 
650 bp und 450 bp große Fragmente. Diese Fragmente wurden ebenfalls in pGEM-Teasy 
kloniert und anschließend sequenziert. Die anhand beider Fragmente bestätigte Integration 
nach 2355 bp ab Start-ATG entspricht wiederum exakt der für die Linie 015081 angegebe-
nen Position der T-DNA Integration. Auch in diesem Fall befindet sich die Integration im co-
dierenden Bereich des Gens in Exon 5 bzw. nach 1968 bp der korrespondierenden cDNA 
(Abb. 2-8) und beeinträchtigt dadurch deren Translation erheblich. Die durchgeführten Un-
tersuchungen rechtfertigen damit die Bezeichnung der vorliegenden A. thaliana Linien als 
XDH-„knock out“ Mutanten. 
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2.3.2 Physiologische und biochemische Charakterisierung 
Die erhaltenen Samen der A. thaliana XDH-ko Linien wurden in Anzuchterde ausgesät und 
zeigten hinsichtlich des Keimungsverhaltens keine Unterschiede zum entsprechenden Wild-
typ A. thaliana Col-0. Unter Standard-Kulturbedingungen wuchsen die Keimlinge innerhalb 
von 4 Wochen zu kräftigen Pflanzen heran, die im Habitus mit dem Wildtyp übereinstimmten 
(Abb. 2-9A). Auch die Untersuchung der XDH-Aktivität in Blättern dieser Pflanzen zeigte kei-
ne Unterschiede zwischen Wildtyp und den XDH-ko Pflanzen (Abb. 2-9C). Im Anschluss an 
die Blühphase bildete die AtXDH2-ko zeitgleich zum Wildtyp Samen aus. An der AtXDH1-ko 
entstanden zwar Schoten, in diesen entwickelten sich jedoch keine Samen, so dass es bis-
her nicht möglich war, weiteres Saatgut der AtXDH1-ko Linie zu gewinnen. 
In einer weiteren Anzucht führte eine veränderte Beleuchtung im Pflanzen-Wuchsschrank zu 
einer künstlich verlängerten Generationsdauer der Pflanzen. Unter diesen Bedingungen 
zeigten beide XDH-ko Linien einen ausgeprägten, aber unterschiedlichen Phänotyp (Abb. 
2-9B). Die AtXDH1-ko war kleinwüchsig und stark chlorotisch im Habitus; die AtXDH2-ko 
blieb im Wachstum ebenfalls weit hinter dem Wildtyp zurück, entwickelte jedoch nur schwach 
chlorotische Blätter. Die XDH-Aktivität spiegelte diesen Phänotyp wider (Abb. 2-9D). Im Ver-
gleich zum Wildtyp zeigten beide XDH-ko Linien eine deutlich verringerte Aktivität im Blatt, 
wobei auch hier die AtXDH1-ko stärker beeinträchtigt war als die AtXDH2-ko Linie. 
Unter Standard-Kulturbedingungen herangezogene Pflanzen ohne Phänotyp wurden bis zum 
Stadium der natürlichen Seneszenz kultiviert, um in seneszenten Blättern sowie in jüngeren 
Folgeblättern die XDH-Aktivität zu bestimmen (Abb. 2-9E). In den adulten Blättern waren 
kaum Unterschiede zwischen Wildtyp und XDH-ko Linien zu erkennen, während in senes-
zenten Blättern der Wildtyp ebenso wie die AtXDH2-ko eine stark erhöhte XDH-Aktivität zeig-
ten. Die Aktivität in der AtXDH1-ko Linie blieb dagegen unverändert. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-8: Integrationsorte der linken Grenzen der T-DNAs in AtXDH1 bzw. AtXDH2. 
Die Exons sind als graue Boxen dargestellt. Die Sequenzen der mittels inverser PCR generierten Fragmente 
beider Linien im Vergleich mit dem jeweiligen XDH-Gen befinden sich im Anhang dieser Arbeit (LG = linke Gren-
ze). 
AtXDH1 knock out
AtXDH2 knock out
14131211109876531 2 4
T-DNA
141312111098765431 2
T-DNA
LG
LG
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2.4 Subzelluläre Lokalisierung der AtXDH1 
Über die subzelluläre Lokalisierung pflanzlicher XOR-Proteine sind bisher keine eindeutigen 
Daten verfügbar. Deshalb sollte die Lokalisierung der AtXDH1 in der Zelle einerseits mit Hilfe 
von GFP-(„green fluorescent protein")-Fusionsproteinen untersucht werden. Zusätzlich wur-
de eine in silico-Analyse der Proteinsequenz mit dem Programm IPSORT durchgeführt 
(http://psort.nibb.ac.jp), welches eine Transmembranregion im Bereich der Aminosäuren 
681-697 vorhersagte. Dieser Bereich befindet sich innerhalb der Moco-Dimerisierungs-
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-9: AtXDH-„knock out“ Mutanten von A. thaliana im Vergleich mit dem korrespondierenden Wildtyp. 
(A) Habitus von vier Wochen alten, unter Standard-Bedingungen kultivierten Pflanzen. (B) XDH-Aktivität in 
Blattextrakten der Pflanzen aus (A). (C) Habitus von sieben Wochen alten Pflanzen, deren Generationsdauer sich 
auf Grund von veränderten Lichtbedingungen verlängert hatte. Die entsprechenden XDH-Aktivitäten sind in (D) 
abgebildet. (E) Vergleich der XDH-Aktivität in Extrakten von seneszenten Blättern und Folgeblättern. (B, D, E) 
Nach Auftrennung von jeweils 90µg Blatt-Rohextrakt im nativen 7,5% PA-Gel wurde die XDH-Aktivität mit 
Hypoxanthin als Substrat nachgewiesen (XDH1 = AtXDH1-ko; XDH2 = AtXDH2-ko). 
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Domäne, wobei der anschließende C-terminale Rest des Proteins von 665 Aminosäuren als 
der putativ cytoplasmatische Schwanz bezeichnet wurde. IPSORT berechnete außerdem die 
folgenden Wahrscheinlichkeiten für mögliche Lokalisierungen der AtXDH1: 
 Plasmamembran 0,700 
 Nucleus  0,600 
 Peroxisomen  0,396 
 Endopl. Reticulum 0,200 
Anhand dieser Berechnungen gibt es keine eindeutige Präferenz für ein bestimmtes Zell-
Kompartiment im Hinblick auf die AtXDH1-Lokalisierung. 
2.4.1 GFP-AtXDH1 Fusionsproteine 
Für die Untersuchung der Lokalisierung wurden zwei verschiedene Konstrukte hergestellt, 
bei denen die AtXDH1 cDNA einerseits an den C-Terminus, andererseits an den N-Terminus 
des GFP fusioniert wurde. In beiden Fällen wurde vor dem Start-ATG der AtXDH1 cDNA 
sowie vor dem Stop-Kodon für die C-terminale GFP-Fusion bzw. nach dem Stop-Kodon für 
die N-terminale GFP-Fusion eine BamHI Schnittstelle eingefügt. Anschließend wurden die 
modifizierten cDNAs ungerichtet in die Vektoren pBS GFP C-Fus und pBS GFP N-Fus (No-
wak, 2004) kloniert, in denen sich die Fusionsproteine unter Kontrolle eines zweifach ver-
stärkten 35S CaMV-Promotors befinden (Abb. 2-10). 
 
Nach dem Überprüfen der Konstrukte durch beidseitiges Ansequenzieren wurden diese für 
die transiente Transformation von Tabak-Blättern (N. tabacum) mittels Partikelkanone ver-
wendet. Ein bis zwei Tage nach dem Beschuss der Blätter wurden diese mit Hilfe eines Fluo-
reszenzmikroskopes auf die Expression des GFP hin untersucht. In mehreren unabhängigen 
Ansätzen konnte dabei keine GFP-Expression festgestellt werden. Infolgedessen war eine 
Untersuchung der subzellulären Lokalisierung der AtXDH1 mit transient transformierten 
Pflanzen nicht möglich. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-10: Expressionskassetten der AtXDH1-GFP Fusionsproteine. 
Die verwendeten Vektoren sind (A) pBS GFP C-Fus und (B) pBS GFP N-Fus (Nowak, 2004). 
A
AtXDH1 cDNA2x En 35S CaMV GFP 35S poly A
B
AtXDH1 cDNA2x En 35S CaMV GFP 35S poly A
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2.4.2 Peroxisomenisolation 
Da einerseits eine peroxisomale Lokalisierung für pflanzliche XOR-Proteine beschrieben ist 
(Sandalio et al., 1988), andererseits die Untersuchung mittels GFP-Fusionsproteinen keine 
Ergebnisse brachte, wurden Peroxisomen aus Tabak-Blättern (N. tabacum) isoliert und darin 
die XDH-Aktivität bestimmt. Im Vergleich zum Tabak-Rohextrakt sowie zu unbehandelten 
Peroxisomen zeigten mittels Ultraschall aufgeschlossene Peroxisomen eine deutliche XDH-
Aktivität im nativen PA-Gel (Abb. 2-11). Die Abbildung beruht auf einem Einzelexperiment 
und bedarf der Verifizierung durch Wiederholung; dennoch ist dies ein Hinweis auf eine mög-
liche peroxisomale Lokalisierung der AtXDH1. 
2.5 Heterologe Expression und Aufreinigung der AtXDH1 
Die angestrebte biochemische Charakterisierung der AtXDH1 erforderte zunächst die re-
kombinante Überexpression des Proteins. Einerseits bot sich als prokaryotisches Standard-
Expressionssystem die Expression in E. coli an. Zum anderen wurde parallel dazu die Ex-
pression in eukaryotischen Systemen vorbereitet. Neben mono- und dikotylen Pflanzen er-
schien die methylotrophe Hefe Pichia pastoris besonders gut geeignet, da AAO1 und AAO2 
aus A. thaliana bereits erfolgreich in diesem eukaryotischen System exprimiert werden konn-
ten (Koiwai et al., 2000). Da beide aus P. pastoris aufgereinigten AO-Proteine aktiv sind, war 
davon auszugehen, dass von P. pastoris auch an der nahe verwandten AtXDH1 die erforder-
lichen posttranslationalen Modifikationen vorgenommen werden können. 
2.5.1 Klonierung und Expression der AtXDH1 in E. coli 
Für die Expression in E. coli wurde der Vektor pTrcHis gewählt, der das zu exprimierende 
Protein mit einem N-terminalen His-Tag versieht. Die AtXDH1 cDNA wurde direkt vor dem 
Start-ATG mit einer NheI-Schnittstelle und nach dem Stop-Kodon mit einer BamHI-
Schnittstelle versehen und gerichtet in den Vektor kloniert. Das hergestellte Konstrukt wurde 
durch beidseitiges Sequenzieren überprüft und in den E. coli-Stamm TP1000 transformiert. 
Abb. 2-11: Bestimmung der XDH-Aktivität in aufgereinigten Peroxi-
somen. 
Im nativen 7,5% PA-Gel wurden 80 µg N. tabacum Blatt-Rohextrakt sowie 
jeweils 20 µl unbehandelte bzw. für 15 s sonifizierte Peroxisomen aufge-
trennt und anschließend eine Aktivitätsfärbung mit Hypoxanthin als Sub-
strat durchgeführt. Die aufgetragenen Peroxisomen entsprechen jeweils 1/5 
der aus 100 g N. tabacum Blättern isolierten Gesamtmenge. 
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Zur Optimierung der AtXDH1-Expression wurden unterschiedliche Expressionsbedingungen 
getestet: Bei Temperaturen von 22°C, 30°C und 37°C wurden die Kulturen bei einer OD600 
von 0,5 oder 1,0 mit 0,02 mM IPTG bzw. 0,1 mM IPTG induziert. Nach 4, 8, 12 und 24 Stun-
den wurden Proben entnommen und ein Proteinrohextrakt hergestellt. Es konnte weder in 
Western-Analysen mit einem His-Tag Antikörper XDH-Protein detektiert werden, noch zeigte 
sich XDH-Aktivität im nativen Gel. Unter den getesteten Bedingungen wurde kein lösliches 
Protein in E. coli exprimiert, und die weiteren Bemühungen, rekombinante XDH zu erhalten 
konzentrierten sich auf eukaryotische Expressionssysteme. 
2.5.2 Expression in pflanzlichen Systemen 
Neben der Expression in P. pastoris wurden Suspensionskulturen von Z. mays cv. „Black 
Mexican Sweet“ sowie Tabakpflanzen N. tabacum cv. „Gatersleben” als möglichst homologe 
Expressionssysteme getestet. Das Ziel war in beiden Fällen die Erzeugung stabiler Trans-
formanten mit AtXDH1 unter Kontrolle des starken und konstitutiven 35S CaMV Promotors 
(Gardner et al., 1981; Covey et al., 1981). Ein N-terminaler His-Tag sollte der affinitätschro-
matographischen Aufreinigung des AtXDH1 Proteins dienen. 
Expressionskonstrukte und Transformation der Pflanzen 
Die verwendete Promotorkassette setzte sich aus dem 35S CaMV-Promotor mit dupliziertem 
Transkriptionsverstärker („Enhancer“), einem Tabakätz-Virus (tobacco etch virus) Transla-
tionsverstärker sowie dem 35S CaMV Polyadenylierungs-Signal zusammen und stammte 
aus dem Vektor pCK GFP (Reichel et al., 1996). Die AtXDH1 cDNA wurde über NcoI und 
BamHI-Schnittstellen inklusive des N-terminalen His-Tag aus dem E. coli-Expressionsvektor 
pTrcHis ausgeschnitten und gegen die GFP cDNA in pCK ausgetauscht. Die gesamte Ex-
pressionskassette (s. Abb. 2-12) wurde über HindIII-Restriktionsschnittstellen ungerichtet in 
die Vektoren pRT99 und pBIN19 kloniert. Beide Konstrukte wurden durch beidseitiges Se-
quenzieren vor der weiteren Verwendung überprüft.  
 
 
 
 
Abb. 2-12: Karte der AtXDH1 Expressionskassette. 
TL = Tabakätz-Virus Translationsverstärker; 35S polyA = 35S CaMV Polyadenylierungs-Signal. 
AtXDH1 cDNA2x En 35S CaMV TL ATG 6x His 35S poly A
HindIII SphI PstI XhoI EcoRI PstI SphI HindIIINdeI NheI BamHI XbaINcoI
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Die Transformation der Z. mays Suspensionskulturen mit dem Konstrukt pRT99 2x 35S::His 
AtXDH1 erfolgte über direkten Gentransfer mittels Partikel-Kanone wie in 4.6.4 beschrieben. 
Das Binärvektor-Konstrukt pBIN19 2x 35S::His AtXDH1 diente der A. tumefaciens-vermittel-
ten Blattscheibentransformation von N. tabacum nach Horsch et al. (1985). 
Untersuchung putativer Transformanten 
Die transformierten Suspensionskulturen bildeten Kanamycin-resistente Kalli, von denen 23 
unabhängige Linien auf Fremdgenexpression hin untersucht wurden. Proteinrohextrakte 
wurden einer Western-Analyse mittels His-Tag Antikörper unterzogen sowie im nativen PA-
Gel auf XDH-Aktivität getestet. Keine der untersuchten Linien zeigte eine stärkere XDH-
Aktivität als der zum Vergleich aufgetragene Z. mays Kallus-Wildtyp (Abb. 2-13). Auch der 
His-Tag Antikörper reagierte lediglich mit der rekombinanten XDH aus P. pastoris. Die Ex-
pression rekombinanter AtXDH1 in Z. mays Suspensionskulturen war demnach nicht mög-
lich. 
 
Aus den N. tabacum-Blattscheiben regenerierten nach der Transformation Kanamycin-
resistente Pflanzen, von denen 39 im XDH-Aktivitätsgel untersucht wurden. Von diesen 39 
unabhängigen Linien wiesen 16 eine dem Wildtyp gegenüber stark erhöhte XDH-Aktivität 
auf. In Abb. 2-14A sind die XDH-Aktivitäten von 26 untersuchten Pflanzen im Vergleich zum 
Wildtyp gezeigt. Von 5 Pflanzen mit erhöhter XDH-Aktivität wurde aus jeweils 1 g Blattmate-
rial ein Rohextrakt mit Ni-NTA-Lysis-Puffer hergestellt und die rekombinante AtXDH1 mittels 
Ni-NTA aufgereinigt. Die ersten beiden Eluatfraktionen wurden jeweils im Coomassie-
gefärbten denaturierenden PA-Gel und im nativen XDH-Aktivitätsgel analysiert (Abb. 2-14B 
u. C). Während bei allen fünf Transformanten sowohl Aktivität als auch eine Proteinbande 
von 150 kDa nachgewiesen wurden, konnte aus der gleichbehandelten Wildtyp-Kontroll-
Pflanze kein Protein aufgereinigt werden. Folglich exprimierten diese Transformanten aktives 
AtXDH1-Protein, das sich durch den His-tag mittels Ni-NTA Matrix aufreinigen ließ. 
 
 
 
 
Abb. 2-13: Analyse Kanamycin-resistenter Z. mays Kallus-Linien. 
Je 45 µg Protein-Rohextrakt wurden im nativen Aktivitätsgel mit Hypoxanthin als Substrat (A) bzw. im 
Westernblot mit His-Tag Antikörper (B) untersucht (wt = Z. mays Kallus-Wildtyp; X = 15 µg rekombinante XDH 
aus P. pastoris; M = Marker, Bandengrößen von oben nach unten: 200 kDa, 150 kDa, 120 kDa, 100 kDa). 
A wt         1   2   3   4   5   6    7    8   9  10  11 12 13   X   M   wt   1    2    3    5     8    11B
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2.5.3 Klonierung und Transformation in P. pastoris 
Für die Expression der AtXDH1 in P. pastoris wurde der „EasySelect Pichia expression kit“ 
von Invitrogen genutzt. Der AtXDH1 cDNA wurde eine KpnI- und eine ApaI-Schnittstelle vor 
dem Start- bzw. direkt vor dem Stop-Kodon eingefügt und die cDNA anschließend in den 
Vektor pPICZA mit C-terminalem His-Tag kloniert. Nach Sequenzierung wurde das Konstrukt 
mittels Elektroporation in den P. pastoris-Stamm KM71 transformiert. 
Vier Zeocin-resistente Klone wurden zum einen mittels PCR auf die Integration des Fremd-
gens hin überprüft sowie im Hinblick auf AtXDH1-Expression getestet. Nach 16 h Wachstum 
und weiteren 10 h Induktion wurden die Kulturen geerntet und Proteinrohextrakte im nativen 
XDH-Aktivitätsgel getestet. Der Klon Nr. 3 zeigte nicht nur die höchste XDH-Aktivität, son-
dern es konnte auch die AtXDH1 cDNA in der analytischen PCR identifiziert werden. Diese 
Hefe-Linie wurde daraufhin für die Expression der AtXDH1 verwendet. 
2.5.4 Expression der AtXDH1 in P. pastoris in Schüttelkolben 
Die Expression in P. pastoris gliedert sich in zwei Phasen. Das Wachstum auf Medium mit 
Glyzerin als einziger Kohlenstoff-Quelle liefert zunächst die erforderliche Biomasse. An-
schließend wird das Medium gewechselt. Als neue Kohlenstoff-Quelle induziert Methanol 
zugleich die Fremdgenexpression. 
Generell erfolgte die Expression bei 30°C in Schikanekolben bei hohen Schütteldrehzahlen, 
um den erforderlichen hohen Sauerstoffeintrag ins Medium zu gewährleisten. Eine Expres-
sionskinetik diente der Optimierung weiterer Parameter. Neben den Komplexmedien BMGY 
und BMMY wurden die Minimalmedien MGYH und MMYH (Invitrogen) für Wachstum und 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-14: Überexpression der AtXDH1 in N. tabacum. 
(A) Bestimmung der XDH-Aktivität in je 30 µg Rohextrakt der angegebenen Linien im nativen 7,5% PA-Gel mit 
Hypoxanthin als Substrat. Je 15 µl Ni-NTA gereinigte Eluatfraktionen wurden im Coomassie-gefärbten 7,5% PA-
Gel (B) und im nativen Aktivitätsgel mit Hypoxanthin als Substrat (C) untersucht. (wt = N. tabacum Wildtyp; M = 
Marker). 
B
A wt   1    2   3   4    5    6   7    8   9  10  11 12  13 27  28  29 30  31  32  33  34 35 36  37 38  39  wt
M      wt        1          3          5        10       13
200
150
120
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wt        1         3          5         10        13C
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Induktion der Hefen getestet. In beiden Fällen wurden die Kulturen bei einer OD600 = 2-3 
nach 17 h Wachstum durch Mediumwechsel auf BMMY bzw. MMYH mit 0,5% Methanol und 
0,3 mM Na-Molybdat induziert. Direkt nach der Induktion sowie zu weiteren definierten Zeit-
punkten wurde jeweils 1 ml Kultur geerntet und im nativen XDH-Aktivitätsgel bzw. im We-
stern-Blot mit einem His-Tag Antikörper getestet. Die auf dem Komplexmedium kultivierten 
Hefen zeigten eine deutlich höhere XDH-Expression (Abb. 2-15) gegenüber den auf Mini-
malmedium gezogenen Zellen. Die höchste XDH-Aktivität ist 12 h nach der Induktion er-
kennbar. Dies korreliert mit der ebenfalls bei der 12 h-Probe detektierten stärksten Protein-
bande in der Immunblot-Analyse. Daraufhin wurden die Zellen für 17-20 h auf BMGY ange-
zogen, induziert und nach weiteren 12 h Kulturdauer geerntet. 
2.5.5 Fermentation von P. pastoris 
P. pastoris bietet sich insbesondere für die Kultur in einem Fermenter an. Dessen Verwen-
dung ermöglicht nicht nur größere Kulturvolumina, sondern erlaubt auch die Überwachung 
wichtiger Parameter, wie Sauerstoffgehalt und pH-Wert des Mediums. Nur unter derart defi-
nierten Bedingungen lassen sich hohe Zelldichten von bis zu 300 g/L und damit entspre-
chende Proteinausbeuten erzielen. 
Wachstumskinetik und Medienoptimierung im Schüttelkolben 
Im Vorfeld der eigentlichen Fermentation wurden Wachstumsraten und Biomasseerträge des 
XDH-Expressionsklones in verschiedenen Medien im Schüttelkolben bestimmt. Untersucht 
wurden BMGY sowie dessen vereinfachte Version YPG, außerdem das in „High Cell-
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-15: Expressionskinetik von AtXDH1. 
Je 15 µl P. pastoris-Rohextrakt wurden im nativen Aktivitätsgel mit Hypoxanthin als Substrat (A) bzw. im 
Westernblot mit His-Tag Antikörper (B) untersucht. (M = Marker) 
A
      Kultur in BMGY/BMMY                 Kultur in MGYH/MMYH
0    3     6   12    24   32   48            0     3    6   12     24   32   48 h
M  0    3     6   12   24   32 48 h
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116
66
B
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Densitiy Fermentation“ (Stratton et al., 1998) vorgeschlagene Fermentationsmedium FM22. 
Nach dem Animpfen der Kolben wurde alle drei bis sechs Stunden Frisch- und Trockenge-
wicht, die Wachstumsrate µ, die optische Dichte sowie der Glyzeringehalt des Mediums be-
stimmt. Wie in Abb. 2-16 ersichtlich, sind die Medien BMGY und YPG hinsichtlich des 
Wachstumsverhaltens von P. pastoris gleichwertig. Die maximale Zelldichte wurde nach 30 
Stunden erreicht, während das Glyzerin im Medium nahezu vollständig aufgebraucht war. In 
dem für die Fermentation gedachten Basalmedium FM22 wuchsen die Hefen dagegen nur 
sehr langsam, und der Glyzeringehalt im Medium wurde kaum verringert. Auch die Wachs-
tumsrate und das maximal erzielte Frisch- und Trockengewicht blieben deutlich unter den in 
den Komplexmedien erreichten Werten (Tab. 2-3). 
Tab. 2-3: Wachstum von P. pastoris im Schüttelkolben in verschiedenen 
Medien. 
Es sind jeweils Mittelwerte aus sechs Messungen abgebildet (µ = Wachstumsra-
te; FW = Frischgewicht; TG = Trockengewicht). 
Medium µmax [h-1] FWmax [g/L] TGmax [g/L] 
YPG 0,297 81,8 ± 2,1 19,9 ± 1,0 
BMGY 0,302 84,1 ± 3,2 20,4 ± 1,8 
FM22 0,122 29,3 ± 1,2 7,3 ± 0,6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-16: Wachstum von P. pastoris in verschiedenen Medien im Schüttelkolben. 
Alle Kolben wurden zum Zeitpunkt t = 0 aus derselben Vorkultur 0,1%ig angeimpft. Die dargestellten Glyzeringe-
halte und optischen Dichten stellen Mittelwerte aus sechs Messungen dar. 
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Das Basalmedium eignete sich demnach nicht für die Fermentation. Statt des teuren und 
komplexen BMGY konnte jedoch das einfachere YPG verwendet werden. 
Fermentationsansätze 
Ähnlich wie im Schüttelkolben wird auch bei der Fermentation durch anfängliches Wachstum 
in Glyzerin-haltigem Medium die Fremdgenexpression reprimiert und Biomasse generiert. 
Nach vollständigem Verbrauch des Glyzerins wird Methanol zugeführt, welches nicht nur die 
Fremdgenexpression induziert, sondern auch als einzige Kohlenstoffquelle dient. Zwei ver-
schiedene Ansätze zur Induktion der Fremdgenexpression sind möglich. Bei der üblichen 
Methode wird direkt nach Verbrauch des Glyzerins die Methanolzufuhr gestartet, was dem in 
den „Pichia Fermentation Process Guidelines“ (Invitrogen) angegebenen Standardverfahren 
entspricht. Eine weitere Möglichkeit ist die Verwendung so genannter „mixed feeds“, d.h. es 
werden gleichzeitig Glyzerin und Methanol während der Induktionsphase zugeführt. Diese 
Methode wird erfolgreich eingesetzt bei Hefe-Stämmen wie dem verwendeten KM71 mit 
langsamer Methanolverwertung (Stratton et al., 1998). 
Beide Ansätze wurden im Rahmen dieser Arbeit in einem 10 L-Fermenter durchgeführt. In 
jedem Fall diente YPG mit 4% Glyzerin als Fermentationsmedium, das mit 5% einer Vorkul-
tur beimpft wurde. Den Verlauf einer Fermentation nach Standardverfahren zeigt Abb. 2-17. 
Innerhalb von 24 h wurde das gesamte Glyzerin verbraucht, was unabhängig von der Glyze-
rinbestimmung im Medium deutlich am Anstieg der Gelöstsauerstoff-Konzentration erkenn-
bar war. In dieser Zeit wurde ein Frischgewicht von 106 g/L erreicht. In der nächsten Phase 
der Fermentation wurde die Methanolzufuhr mit 1 ml/Lh gestartet und nach 2 h alle 30 min 
um 10% erhöht. Mit dem Erreichen der maximalen Zufuhrrate von 3 ml/Lh nach 31,5 h stieg 
zugleich die Gelöstsauerstoff-Konzentration stark an, während das Frischgewicht sank. Nach 
70 h wurde die Gelöstsauerstoff-Konzentration auf die für P. pastoris erwünschten 20% ein-
reguliert, um einen möglichen negativen Einfluss des hohen Sauerstoffgehalts auf die Hefen 
auszuschließen. Dennoch nahm das Frischgewicht der Kultur bis zur Ernte nach 92 h stetig 
ab. 
Proteinrohextrakte aus den ab Induktionsbeginn genommenen Proben wurden affinitäts-
chromatographisch mittels Ni-NTA Matrix aufgereinigt und die AtXDH1-Ausbeute im Coo-
massie-gefärbten SDS-Gel analysiert (Abb. 2-18). Über den ganzen Zeitraum ist in der Grö-
ße des AtXDH1-Monomers (entspricht 150 kDa) nur eine schwache Proteinbande zu erken-
nen, während insbesondere die 24-40 h-Werte viele Verunreinigungen aufweisen. Die beste 
AtXDH1-Ausbeute wurde nach 52-60 h Fermentation erzielt. Zu dieser Zeit betrug das 
Frischgewicht gleich bleibend 100 ± 2 g/L; die Gelöstsauerstoff-Konzentration lag bei 88-
90%. Die Expression wurde demnach durch den hohen Sauerstoffgehalt im Medium nicht 
  2. ERGEBNISSE 
 34 
negativ beeinflusst, während das Absenken des dO2-Wertes auf 20% nach 70 h die AtXDH1-
Konzentration stark verringerte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-17: Fermentation von P. pastoris nach Standardprotokoll (4.7.4). 
Alle 4 h wurden Proben entnommen und das Frischgewicht sowie der Glyzeringehalt im Medium bestimmt. Nach 
70 h wurde die Gelöstsauerstoff-Konzentration (dO2) durch automatisches Anpassen der Drehzahl auf ca. 20% 
einreguliert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-18: Analyse der AtXDH1 Expression aus der in Abb. 2-17 gezeigten Fermentation. 
Von jeder der untersuchten Proben wurden je 10 ml Proteinrohextrakt aus 25 ml Zellmaterial mit 500 µl Ni-NTA 
aufgereinigt. Je 15 µl der Eluatfraktionen 1 und 2 wurden im 7,5%igen SDS-Gel aufgetrennt und Coomassie-
gefärbt. 
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Die zweite durchgeführte Fermentation entsprach in der Anfangsphase dem Standardansatz, 
nach dem Verbrauch des Glyzerins im Medium wurde jedoch das „mixed feed“-Verfahren zur 
Induktion der Fremdgenexpression angewandt. Abbildung 2-19 zeigt den Verlauf der Fer-
mentation. Nach 27 h wurde mit der Glyzerinzufuhr begonnen, nachdem das im Medium 
enthaltene Glyzerin aufgebraucht worden war. Die Zufuhrrate des Glyzerins wurde nach 2 h 
von 20 auf 10 ml/Lh verringert und weiter stündlich reduziert bis auf 5 ml/Lh, während 
gleichzeitig die Methanolzufuhr wie oben beschrieben gestartet und bis auf 3 ml/Lh erhöht 
wurde. Durch die Glyzerinsupplementierung wurde ein im Vergleich zur ersten Fermentation 
deutlich höheres Frischgewicht von 128 g/L erreicht. Die Gelöstsauerstoff-Konzentration lag 
ungeregelt bei ca. 30%, erst zum Ende der Fermentation stieg mit sinkendem Frischgewicht 
auch der Sauerstoffgehalt im Medium. 
Auch bei dieser Fermentation wurden die Proben aufgearbeitet und eine Expressionsanalyse 
mittels Coomassie-gefärbtem PA-Gel durchgeführt (Abb. 2-20). Lediglich im 52 h- und 56 h-
Wert sowie in der Endprobe nach 68 h ist eine schwache Bande bei 150 kDa zu erkennen. 
Stärkere Banden tauchen dagegen in der Höhe von ca. 80 kDa, 120 kDa und 170 kDa auf. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-19: Fermentation von P. pastoris mit gleichzeitiger Zufuhr von Glyzerin und Methanol während der 
Induktionsphase. 
Die Gelöstsauerstoffkonzentration wurde zwischen 18 h und 32 h auf 20% einreguliert. Über den gesamten Zeit-
raum wurden alle 4 h Glyzeringehalt und Frischgewicht bestimmt. 
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Das permanente Glyzerinangebot während dieser Fermentation bewirkte zwar ein stärkeres 
Wachstum und damit eine höhere Biomassekonzentration der Hefe, verhinderte jedoch of-
fensichtlich die Fremdgenexpression. 
Die Ernte beider Fermentationsansätze ergab jeweils ca. 1 L Zellmaterial, aus welchem die 
AtXDH1 wie unter 4.7.5 beschrieben aufgearbeitet wurde. Ein Vergleich der gereinigten Pro-
teine aus beiden Fermentationen im Coomassie-gefärbten PA-Gel (Abb. 2-21) zeigt die Un-
terschiede in Proteinausbeute und Reinheit auf. Die Fermentation nach dem „mixed feed“-
Verfahren führt zu vernachlässigbaren Proteinmengen und eignet sich nicht für die Expressi-
on der AtXDH1. Die Standardfermentation liefert relativ sauberes AtXDH1 Protein und bietet 
sich als Alternative zur Expression im Schüttelkolben an, wenn große Zell- und damit Pro-
teinmengen erforderlich sind. Für die schnelle Erzeugung geringerer Proteinmengen bleibt 
der Schüttelkolben weiterhin das Mittel der Wahl, da der Aufwand im Verhältnis zum Ertrag 
wesentlich geringer ist. 
2.5.6 Aufreinigung der AtXDH1 aus P. pastoris 
Proteinrohextrakte aus P. pastoris wurden wie unter 4.7.5 beschrieben hergestellt – je nach 
Zellvolumen erfolgte der Zellaufschluss mittels Kugelmühle, French Press oder durch Vorte-
xen der mit Glasperlen versetzten Zellen. Aus dem Rohextrakt wurde die AtXDH1 affini-
tätschromatographisch über Ni-NTA Tropfsäulen wie unter 4.3.1 beschrieben aufgereinigt. 
Die Auftrennung der Eluatfraktionen im 7,5 %igen SDS-Gel mit anschließender Coomassie-
Färbung zeigte zwei Hauptbanden bei 150 kDa und 80 kDa sowie eine Vielzahl weiterer Pro-
teinbanden (s. Abb. 2-22A). Die obere Bande korrespondiert mit dem errechneten Moleku-
largewicht des AtXDH1 Monomers inklusive His-Tag von 150,2 kDa und wird auch in der 
Western-Analyse von einem His-Tag Antikörper erkannt. Die weiteren im Coomassie-
Abb. 2-20: Expressionsanalyse der in Abb. 2-19 gezeigten 
Fermentation. 
Je 15 ml Proteinrohextrakt aus je 35 ml Zellmaterial pro Pro-
be wurden mit 500 µl Ni-NTA aufgereinigt. Je 15 µl des Eluats 
wurden im 7,5%igen SDS-PA-Gel aufgetrennt und Coomas-
sie-gefärbt. 
Abb. 2-21: Affinitätschromatographisch aufgereinigte AtXDH1 aus einer 
Standardfermentation (1) und einer „mixed feed“-Fermentation (2). 
Je 10 µl Ni-NTA gereinigtes Protein wurden im 7,5%igen SDS-PA-Gel aufge-
trennt und Coomassie gefärbt. (M = Marker) 
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gefärbten Gel sichtbaren Proteine scheinen Verunreinigungen zu sein, die größtenteils un-
spezifisch an die Matrix binden und daher co-gereinigt wurden. Durch den Einsatz eines 
Waschpuffers mit 0,5% Triton X-100 konnten der Anteil der Proteinverunreinigungen verrin-
gert und dadurch die AtXDH1-Menge am Gesamtproteingehalt der Eluatfraktion gesteigert 
werden (Abb. 2-22B). 
Anionenaustauscher-Chromatographie 
Für die weitere Aufreinigung der AtXDH1 wurden die entsprechenden Fraktionen in 
Centriprep-Konzentratoren mit 50 kDa Ausschlussvolumen auf 2,5 ml ankonzentriert und mit 
einer Sephadex G-25 PD10-Säule in 50 ml Tris/HCl pH 7,5; 5 mM EDTA; 2 mM DTT ent-
salzt. Die Proteine wurden auf eine im gleichen Puffer äquilibrierte Source15Q-Säule gela-
den und in einem linearen NaCl-Gradienten eluiert. Ein Aliquot des Proteins vor der Anion-
enaustauscher-Reinigung, eine Durchbruch-Fraktion sowie die Fraktionen, die den drei Ab-
sorptionsmaxima („peaks“) bei 280 nm entsprechen, wurden im 7,5% SDS-Gel kontrolliert. 
Die Abbildung 2-23 zeigt, dass die AtXDH1 bei einer Salzkonzentration von 150-200 mM 
NaCl von der Säule eluiert, während sich der Hauptteil der Verunreinigungen im Durchbruch 
befindet. Die Fraktionen 13-18 wurden vereinigt, ankonzentriert und für die biochemische 
Charakterisierung der AtXHD1 verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-22: AtXDH1-Fraktionen nach Ni-NTA Aufreinigung. 
(A) 5 µl Rohextrakt (RE) und je 15 µl der Eluatfraktionen im Coomassie-gefärbten 7,5% SDS-Gel bzw. je 10 µl 
pro Fraktion in der Western-Analyse mit His-Tag Antikörper. (B) Ni-NTA Aufreinigung mit Waschpuffer inklusive 
0,5% Triton X-100. Je 5 µl AtXDH1-Fraktionen im Coomassie-gefärbten 7,5% SDS-Gel. (M = Marker) 
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Abb. 2-23: Anionenaustauscher-Chromatographie von AtXDH1. 
(A) Das Chromatogramm zeigt die Absorption bei 280 nm sowie die elektrolytische Leitfähigkeit als Maß der 
Salzkonzentration. (B) 5 µl Ni-NTA gereinigtes Protein (N) und je 15 µl der angegebenen Fraktionen im Coomas-
sie-gefärbten 7,5% SDS-PA-Gel (D = Durchbruch-Fraktion; M = Marker, Bandengrößen von oben nach unten: 
200 kDa, 150 kDa, 120 kDa, 100 kDa, 85 kDa, 70 kDa, 60 kDa). 
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2.6 Biochemische Charakterisierung der AtXDH1 
Die für die biochemische Charakterisierung der AtXDH1 durchgeführten Versuche orientier-
ten sich an den bisher für XOR-Proteine beschriebenen Analysen. Neben der Untersuchung 
des aus P. pastoris aufgereinigten rekombinanten Proteins brachte die Analyse der AtXDH1-
Primärsequenz erste Anhaltspunkte hinsichtlich Funktion und Eigenschaften des Proteins. 
2.6.1 Analyse der Proteinsequenz 
Ein Sequenzvergleich zwischen AtXDH1 und AtXDH2 mit bekannten eukaryotischen XOR-
Proteinen sowie den AO-Proteinen aus A. thaliana zeigte, dass sowohl AtXDH1 als auch 
AtXDH2 die typische Einteilung in eine N-terminale [Fe-S] Cluster-Bindungsdomäne, eine C-
terminale Moco-Bindungsdomäne sowie eine dazwischen liegende FAD-Bindungsdomäne 
aufweisen. Das Alignment in Abbildung 2-24 verdeutlicht, dass beide Proteine innerhalb die-
ser Domänen (durch Rahmen gekennzeichnet) starke Homologien zu den Sequenzen der 
anderen eukaryotischen XORs zeigen. Die einzelnen Domänen sind durch Hinge-Regionen 
miteinander verbunden, die dagegen innerhalb der XOR-Proteine nur wenig konserviert sind. 
Die [Fe-S] Cluster-Bindungsdomäne reicht von Aminosäure 19 bis 173 (AtXDH1) bzw. Ami-
nosäure 11 bis 164 (AtXDH2) und enthält, wie für die XDH aus Hühnchen beschrieben (A-
maya et al., 1990), acht hochkonservierte Cysteine, die die Bindung zweier [2Fe-2S] Cluster 
ermöglichen. In der FAD-Bindungsdomäne (AS 260-440 in AtXDH1; AS 252-432 in AtXDH2) 
findet sich das Motiv FFLGYR, durch das der XDH-typische Elektronenakzeptor NAD+ über 
das konservierte Tyrosin gebunden wird (Nishino u. Nishino, 1989). Die dritte Domäne ver-
mittelt zum einen die Dimerisierung zweier XDH-Monomere. Des Weiteren enthält sie die 
Moco- und Substrat-Bindungsstelle (Romao et al., 1995) und überspannt Aminosäure 612-
1272 in AtXDH1 bzw. AS 604-1264 in AtXDH2. Innerhalb der Moco Domäne aller XOR-
Proteine befinden sich ein Glutamat und ein Arginin, die für die Bindung und die korrekte 
Positionierung von Purin-Substraten essentiell sind (Glatigny et al., 1998). Auch AtXDH1 und 
AtXDH2 weisen diese Reste auf (E831 und R909 in AtXDH1; E832 und R901 in AtXDH2). 
Zusammen mit der NAD+ Bindungsstelle, die ebenso wie das Glutamat und Arginin bei AO-
Proteinen fehlt (Ori et al., 1997), ist dies ein Hinweis darauf, dass Purine die bevorzugten 
Substrate beider Proteine sind. 
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Abb. 2-24: Alignment eukaryotischer XOR- und AO-Proteine. 
Beginn und Ende der drei Domänen sind durch horizontale Pfeile gekennzeichnet, außerdem die konservierten 
Cysteine der Fe-S-Cluster-Bindungsdomäne durch (  ), die NAD+-Bindungsstelle durch (  ) sowie das für die Pu-
rinbindung essentielle Glutamat und Arginin durch (  ). Die GenBank Accession-Nr. der verwendeten Proteine 
sind: AtXDH1 (AY171562), AtXDH2 (AY518202), H. sapiens XDH (P47989), R. norvegicus XDH (P22985), 
B. taurus XDH (CAA58497), G. gallus XDH (P47990), C. elegans XDH (NP_502747), D. melanogaster XDH 
(S07245), A. thaliana AO1 (BAA28624), AO2 (BAA28625), AO3 (BAA82672). 
Moco-Bindungsdomäne 
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2.6.2 Größenbestimmung mittels Gelfiltration 
Die wie unter 2.5.6 beschrieben und nach Anionenaustauscher-Chromatographie erhaltenen 
Proteine wurden auf einer Superdex 200 Gelfiltrationssäule dem Molekulargewicht entspre-
chend aufgetrennt. Wie in Abb. 2-25A dargestellt, wurde ein dominantes OD280 nm Absorp-
tionsmaximum bei einem Elutionsvolumen von 11 ml detektiert. Nach der in 2.5.6 angegebe-
nen Formel entspricht dies einem Molekulargewicht von ca. 280-300 kDa, d.h. die nativ auf-
gereinigte rekombinante AtXDH1 liegt wie für andere XOR-Proteine bekannt als Dimer vor. 
Die Analyse der korrespondierenden Fraktionen im SDS-PA Gel (Abb. 2-25B) zeigte jeweils 
eine Bande von 150 kDa, die dem AtXDH1 Monomer entspricht. Ein Aktivitätstest derselben 
Fraktionen im nativen PA-Gel belegte, dass es sich bei dem aufgereinigten Protein um aktive 
AtXDH1 handelt. 
2.6.3 Absorptionsspektrum der AtXDH1 
Das Absorptionsspektrum der AtXDH1 (Abb. 2-26) ist charakterisiert durch ein Maximum 
zwischen 454 und 458 nm sowie eine Schulter von 540 bis 590 nm und korreliert mit Spek-
tren von anderen Mo enthaltenden Hydroxylasen. Ein Peak im Bereich von 450 nm ist cha-
rakteristisch für gebundene Flavin-Chromophore, während die Schulter bei 550 nm durch die 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-25: Gelfiltration der AtXDH1. 
(A) Chromatogramm der Gelfiltration an einer Superdex 200 HR 10/30 Säule. (B) Je 15 µl der angegebenen 
Fraktionen im Coomassie gefärbten 7,5 % SDS PA-Gel (oben) bzw. im nativen Aktivitätsgel mit Hypoxanthin als 
Substrat (unten), (M = Marker). 
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Absorption der [Fe-S] Zentren entsteht. Das Verhältnis beider Absorptionen von 2,8 ist nahe 
an dem für andere XDH-Proteine beschriebenen Verhältnis von 3 und steht für eine 
FAD:FeS Ratio von 1:4 (Coughlan, 1980; Mehra u. Coughlan, 1984). Die für die AtXHD1 
typische Absorption zwischen 310 und 330 nm entsteht durch den gebundenen Moco, da 
Pterine in diesem Bereich absorbieren (Viscontini, 1971). 
2.6.4 Basale Aktivitätsuntersuchungen 
Die Aktivität der rekombinanten XDH lässt sich einerseits im in Gel-Aktivitätsnachweis durch 
die Verwendung von MTT als Elektronenakzeptor nachweisen. Reduziertes MTT bildet einen 
unlöslichen Formazan-Farbstoff, der im nativen PA-Gel als blaue Bande sichtbar wird. Ande-
rerseits lässt sich bei Verwendung von NAD+ als Elektronenakzeptor das entstehende NADH 
photometrisch nachweisen und quantifizieren. Der Nachweis im nativen PA-Gel erlaubt den 
Vergleich von rekombinantem Enzym mit nativer XDH aus A. thaliana Blatt-Rohextrakt hin-
sichtlich ihres Laufverhaltens im Gel. Wie in Abb. 2-27 zu erkennen, zeigten die aufgereinigte 
AtXDH1 und die XDH im Pflanzenextrakt die gleiche Mobilität. Daraus kann geschlossen 
werden, dass P. pastoris an der rekombinanten AtXDH1 sämtliche in vivo-vorhandenen 
posttranslationalen Modifikationen durchführt. Dies ist zugleich ein Hinweis darauf, dass die 
rekombinante AtXDH1 die gleichen physikalisch-chemische Eigenschaften wie die native 
XDH besitzt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-26: Absorptionsspektrum der AtXDH1. 
Vermessen wurde Ni-NTA gereinigtes Protein mit einer Konzentration von 2,5 mg/ml in 50 mM Tris/HCl pH 7,5; 
2 mM EDTA. 
 Wellenlänge [nm]
Ab
so
rp
tio
n
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
300 360 420 480 540 600
457 nm
  2. ERGEBNISSE 
 44 
 
Mit Hilfe des photometrischen Aktivitätsnachweises wurde das pH-Optimum der AtXHD1 
bestimmt sowie der Einfluss verschiedener Lagerbedingungen auf die Enzymaktivität unter-
sucht. Die AtXDH1 zeigte die höchste Aktivität bei pH 8,5 in 50 mM Tris/HCl Puffer (Tab. 
2-4). Eine Aufbewahrung des aufgereinigten Enzyms führte grundsätzlich zu Aktivitätsver-
lust; wie Tabelle 2-5 zu entnehmen ist, ging die Aktivität insbesondere bei 4°C und -20°C 
stark zurück. Unter den getesteten Bedingungen zeigte das Enzym die höchste Stabilität bei 
-70°C; diese Temperatur hat sich somit als zweckmäßige Lagertemperatur für die rekombi-
nante AtXDH1 erwiesen. 
Tab. 2-4: Bestimmung des pH-Optimums der AtXDH1. 
Aktivitäten gemessen als NAD+ Reduktion bei 340 nm in 50 mM HEPES (pH 6,0-7,5) bzw. 50 mM Tris/HCl 
(pH 7,5-9,0). Es sind Mittelwerte aus vier Messungen dargestellt, jeweils bezogen auf 300 µg Protein. 
pH-Wert 6,0 6,5 7,0 7,5 7,8 8,0 8,4 8,5 8,6 9,0 
NADH 
[mol/min] 
18,68 
± 0,92 
27,04 
± 1,02 
29,46 
± 1,37 
30,00 
± 1,90 
35,95 
± 0,89 
41,76 
± 4,1 
42,14 
± 0,17 
45,54 
± 0,31 
38,68 
± 0,80 
37,15 
± 0,06 
Aktivität [%] 41,0 59,4 64,7 65,9 79,0 91,7 92,5 100 85,0 81,6 
 
 
 
Abb. 2-27: Mobilität von nativer XDH aus einem 
A. thaliana Blatt-Rohextrakt und AtXDH1 im nativen 
Aktivitätsgel. 
Auftrennung von 5 µg rekombinantem Enzym bzw. 
50 µg Rohextrakt im 7,5% PA-Gel; Aktivitätsfärbung mit 
Hypoxanthin als Substrat. 
Tab. 2-5: Stabilität der AtXDH1 bei verschiedenen 
Temperaturen. 
Die Aktivität wurde als NAD+ Reduktion bei 340 nm nach 8 
Tagen Lagerung gemessen; es sind Mittelwerte aus vier 
Messungen dargestellt. 
Lagertemperatur 
[°C] 
gebildetes NADH 
[mol/min] 
Aktivität 
[%] 
frisch aufgereinigt 84,67± 7,87 100 
4 50,73 ± 2,22 59,9 
-20 42,39 ± 1,22 50,1 
-70 65,66 ± 4,82 77,5 
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2.6.5 Aktivierung durch die Moco-Sulfurase ABA3 
Die XDH benötigt als Monooxo-Mo-Hydroxylase zur finalen Aktivierung eine Sulfurierung des 
Moco im aktiven Zentrum. Dieser Schritt wird in A. thaliana durch die Moco-Sulfurase ABA3 
katalysiert. Obwohl die aus P. pastoris aufgereinigte AtXDH1 bereits aktiv ist, sollte durch die 
Zugabe von ABA3 getestet werden, ob eine weitere Aktivierung möglich ist. Wie in Abb. 
2-28A zu sehen ist, führte die Coinkubation von AtXDH1 mit rekombinantem ABA3 in Ge-
genwart von 1 mM L-Cystein, dem Schwefelsubstrat von ABA3, zu einem Anstieg der XDH-
Aktivität. Daraus kann gefolgert werden, dass die AtXDH1 von P. pastoris nicht vollständig 
sulfuriert wurde. Die oberhalb der XDH im Gel sichtbare Bande nach ABA3-Behandlung 
könnte auf die Bildung eines AtXDH1-ABA3-Komplexes hinweisen. Die in vitro-Sulfurierung 
durch ABA3 sollte erwartungsgemäß nicht nur die Aktivitätssteigerung partiell aktiver 
AtXDH1, sondern auch die Rekonstitution gänzlich inaktiver AtXDH1 erreichen. Daher wurde 
durch eine Kaliumcyanid Behandlung der AtXDH1 der terminale Schwefel-Ligand des Moco 
abgespalten und das Enzym dadurch inaktiviert. Nach einer anschließenden ABA3 Behand-
lung erreichte die AtXDH1 knapp 15% der ursprünglichen Aktivität (Abb. 2-28B). Dieser ge-
ringe Anteil der Rekonstitution deutet darauf hin, dass die KCN-Behandlung vermutlich zu 
weiteren Schädigungen des Enzyms geführt hat. Dessen ungeachtet konnte jedoch gezeigt 
werden, dass eine Rekonstitution von Desulfo-AtXDH1 durch die Moco-Sulfurase ABA3 
prinzipiell möglich ist. 
2.6.6 Inhibitoren und Substratspezifität der AtXDH1 
XOR-Enzyme katalysieren hauptsächlich die Oxidation von Hypoxanthin zu Xanthin und von 
Xanthin zu Harnsäure. Die AtXDH1 war außerdem in der Lage, Purin und verschiedene Al-
dehyde zu hydroxylieren (Tab. 2-6). Bezogen auf Hypoxanthin wurden die Aldehyde mit ei-
 
AtXDH1- 
Behandlung 
NADH 
[mol/min] 
Aktivität 
[%] 
 54,46 ± 2,39 100 
KCN-inaktiviert  0 
Rekonstitution 7,99 ± 0,22 14,7 
 
Abb. 2-28: Aktivierung und Rekonstitution der AtXDH1 durch ABA3. 
(A) Je 4 µg AtXDH1 ohne und mit 8 µg ABA3 im nativen PA-Gel. Die Färbung erfolgte mit 
Hypoxanthin als Substrat. (B) Photometrische Aktivitätsbestimmung über NAD+-Reduktion bei 
340 nm von je 60 µg unbehandelter, KCN-inaktivierter und mit 120 µg ABA3 reaktivierter 
AtXDH1. 
B
At
XD
H1
At
XD
H1
 
+
AB
A3
A
  2. ERGEBNISSE 
 46 
ner Rate zwischen 12,5% für Heptaldehyd und 31,1% für aromatische Aldehyde wie Indol-3-
carbaldehyd umgesetzt. Die Aktivität der AtXDH1 wurde vollständig gehemmt durch den be-
kannten XOR-Inhibitor Allopurinol, der zu Alloxanthin umgesetzt, aber anschließend aus dem 
aktiven Zentrum nicht mehr freigegeben wird. Außerdem bewirkten p-Hydroxymercuri-
benzoat, ein Inhibitor von SH-Gruppen, sowie Kaliumcyanid, das wie oben angegeben den 
terminalen Schwefel-Liganden des Moco entfernt, einen vollständigen Aktivitätsverlust der 
AtXDH1. 
Der Vergleich der Substratspezifität von AtXDH1 zu rekombinanter AAO aus A. thaliana im 
nativen Aktivitätsgel offenbarte, dass die AtXDH1 wie schon gezeigt neben Xanthin und Hy-
poxanthin auch die getesteten Aldehyde als Substrate nutzen konnte (Abb. 2-29). Die AO 
hingegen war nicht in der Lage, Xanthin und Hypoxanthin zu hydroxylieren, konnte jedoch 
die Aldehyde weitaus effizienter umsetzen. 
Tab. 2-6: Substratspezifität der AtXDH1. Die Aktivität wurde als NAD+-Reduktion bei 
340 nm gemessen. AtXDH1 und der angegebene Inhibitor wurden 5 min vorinkubiert, bevor 
die Reaktion durch Zugabe von Hypoxanthin gestartet wurde. Es sind Mittelwerte von drei 
Messungen dargestellt. 
Substrat/Inhibitor Konzentration [mM] 
Bildung von NADH 
[mol/min] 
Aktivität 
[%] 
Hypoxanthin 1 43,07 ± 1,57 100 
Xanthin 1 40,78 ± 0,75 94,7 
Purin 1 4,44 ± 0,15 10,3 
Indol-3-carbaldehyd 1 13,48 ± 0,87 31,3 
Abscisinaldehyd 1 12,45 ± 1,47 28,9 
Heptaldehyd 1 5,38 ± 1,66 12,5 
1-Naphthaldehyd 1 11,83 ± 0,4 27,5 
Allopurinol 0,1  0 
p-Hydroxymercuribenzoat 0,1  0 
Kaliumcyanid 50  0 
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2.6.7 Untersuchung der NO-Produktion 
Da die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) durch die Rinder-XO beschrieben ist (Godber 
et al., 2000), sollte untersucht werden, ob auch die AtXDH1 dazu in der Lage ist. Die Produk-
tion von NO wurde mit Hilfe eines Chemilumineszenz-NO Analysers untersucht. Die für die 
Messungen eingesetzte rekombinante AtXDH1 wurde sorgfältig entsalzt, da in Vorversuchen 
festgestellt worden war, dass selbst geringste Mengen Imidazol oder DTT die NO-Bildung 
bzw. Detektion beeinträchtigen. Tabelle 2-7 gibt einen Überblick über die getesteten Bedin-
gungen. Bei keinem der Versuchsansätze konnte eine NO-Produktion durch die AtXDH1 
festgestellt werden. Nach Zugabe von Mais-Nitratreduktase wurde jedoch in jedem der An-
sätze NO freigesetzt, so dass das Vorhandensein hemmender Substanzen im Versuchsan-
satz ausgeschlossen werden konnte. Es ist daher davon auszugehen, dass die AtXDH1 un-
ter den getesteten Bedingungen kein Stickstoffmonoxid produziert. 
 
 
 
 
Abb. 2-29: Bevorzugte Substrate rekombinanter AtXDH1 und AO. 
Je 10 µg AtXDH1 (XDH) bzw. AAO (AO) wurden im nativen 7,5% PA-Gel aufgetrennt. Die 
Aktivitätsfärbung des in Streifen geschnittenen Gels erfolgte mit je 1 mM der angegebenen 
Substrate. 
Tab. 2-7: Untersuchung der NO-Produktion durch AtXDH1. 
Jeder der Ansätze wurde mit 50 µg, 250 µg, 500 µg und 1 mg rekombinanter 
AtXDH1 durchgeführt. Als Positiv-Kontrolle wurden 10 mU Mais-NR nach 15-30 min 
zu jedem Ansatz gegeben und die NO-Produktion beobachtet. Einsatzkonzentratio-
nen: 0,2 mM NO2-; 0,5 mM Xanthin; 0,5 mM NADH (x = im jeweiligen Ansatz enthal-
tene Komponente). 
anaerob aerob Ansatz 
Nr. NO2- Xanthin NADH NO2- Xanthin NADH 
NO-
Produktion 
1 x       
2 x x      
3 x x x     
4 x  x     
5    x    
6    x x   
7    x x x  
8    x  x  
Xanthin
AO XDH
Hypoxanthin
AO XDH
Indolcarbaldehyd
AO XDH
Naphthaldehyd
AO XDH
Heptaldehyd
AO XDH
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2.6.8 Elektronenakzeptoren und Superoxidradikal-Bildung 
Die XOR-Proteine liegen entweder in der Oxidase- oder in der Dehydrogenase-Form vor. Die 
AtXDH1 zeigte die höchste Umsatzrate mit NAD+ als Elektronenakzeptor, während O2 im 
Vergleich dazu lediglich eine Substrat-Hydroxylierung von 2,5% entwickelte (Tab. 2-8). Dies 
deutet darauf hin, dass die AtXDH1 ausschließlich als Dehydrogenase vorliegt. Bezogen auf 
die Reaktion mit O2 wurde die O2--Bildung durch die AtXDH1 als Superoxid-abhängige Re-
duktion von Cytochrom c gemessen. Von der Gesamtmenge der von Xanthin auf O2 übertra-
genen Elektronen wurden 22% dieser Elektronen als Einzelelektron übertragen, d.h. die 
AtXDH1 bildete 22% Superoxidradikale. 
 
 
Tab. 2-8: Verwendung von molekularem Sauerstoff als Elek-
tronenakzeptor und Bildung von Superoxidradikalen durch 
die AtXHD1. 
Die Bildung von Harnsäure wurde spektrophotometrisch bei 
295 nm, die Superoxid-abhängige Reduktion von Cytochrom c 
bei 550 nm jeweils mit Xanthin als Substrat gemessen. 
Elektronen-
akzeptor 
Bildung von 
Harnsäure 
Reduktion von 
Cytochrom c  
Flux 
 [mol/min] [%] 
NAD+ 35,541   
O2 0,930 0,415 22 
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3 Diskussion 
3.1 Die pflanzlichen Xanthindehydrogenasen AtXDH1 und AtXDH2 
in A. thaliana 
Das Genom von A. thaliana enthält zwei XOR-Gene, die anhand der Homologien auf cDNA- 
und Proteinebene zu bereits beschriebenen XOR-Sequenzen identifiziert wurden. Die Pro-
teinsequenz der mit AtXDH1 und AtXDH2 bezeichneten Gene weist 47% bzw. 46% Identität 
zur Sequenz der Human- und der Rinder-XDH auf, jedoch lediglich 29-31% Identität zu den 
AO-Proteinen aus A. thaliana. Die Genprodukte von AtXDH1 und AtXDH2 repräsentieren 
demnach XOR-Proteine und keine AOs. Für beide Gene in A. thaliana konnten entsprechen-
de cDNAs isoliert werden, die jeweils aus 14 Exons bestehen und für Proteine von 1361 A-
minosäuren bei der AtXDH1 bzw. 1353 Aminosäuren im Fall der AtXDH2 codieren. Hinsicht-
lich der Exon/Intron-Struktur zeigen AtXDH1 und AtXDH2 im Vergleich mit XOR-Genen von 
Säugern und Insekten keine Gemeinsamkeit. Die Gene von Mensch und Maus enthalten 
jeweils 36 Exons (Xu et al., 1996; Cazzaniga et al., 1994) und zeigen untereinander eine 
stark konservierte Exon/Intron-Struktur, während das D. melanogaster- und das C. vicina-
Gen lediglich aus vier bzw. fünf Exons besteht (Keith et al., 1987; Houde et al., 1989). Im 
Vergleich zu Säugetieren sind die Gene in A. thaliana generell kompakter aufgebaut und 
enthalten im Durchschnitt 5,2 Exons mit einer Länge von jeweils 250 bp (The Arabidopsis 
Genome Initiative, 2000). Die Anzahl von 14 Exons in AtXDH1 und AtXDH2 ist damit ver-
gleichsweise hoch, allerdings codieren beide Gene für besonders große Proteine mit über 
1300 Aminosäuren. 
3.1.1 Die mutmaßliche Duplikation des XDH-Locus in A. thaliana 
Die Mehrzahl der bekannten Organismen besitzen jeweils ein einziges Gen, das für eine 
XOR codiert. Auch in den durchsequenzierten Genomen von Reis (O. sativa) und der einzel-
ligen Grünalge C. reinhardtii existiert nur ein XOR-Gen, während das Genom von A. thaliana 
zwei für XDHs codierende Gene enthält. Diese insgesamt vier pflanzlichen Sequenzen bil-
den in der phylogenetischen Analyse von XOR-Proteinsequenzen eine eigene Untergruppe, 
die separat von Tieren und Pilzen gruppiert (vgl. Abb. 2-3). Die gesonderte und später auftre-
tende Gruppierung beider A. thaliana-Gene innerhalb dieser Untergruppe ist ein Hinweis 
darauf, dass die Gen-Duplikation nach der Trennung von mono- und dikotylen Pflanzen er-
folgt sein muss. Außer in A. thaliana ist das Vorkommen von zwei XOR-Genen bislang nur 
für den Seidenspinner (B. mori) beschrieben, dessen XDH-Gene hintereinander angeordnet 
und 1,6 kb voneinander entfernt sind (Kômoto et al., 1999). Die beiden A. thaliana-Gene 
AtXDH1 und AtXDH2, die sich ebenfalls in Tandem-Orientierung und nur durch 704 bp von-
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einander getrennt auf Chromosom 4 befinden, stellen damit eine Ausnahme unter den bisher 
bekannten XOR-Genen dar. Bezogen auf die Situation in A. thaliana ist eine Gen-Duplikation 
jedoch nichts Ungewöhnliches. Der Großteil des Genoms besteht aus duplizierten Berei-
chen, die auf verschiedene Art und Weise entstanden sind (Walbot, 2000). Generell gibt es 
in Blütenpflanzen zwei Faktoren, die zu einer Vervielfachung von Genen beitragen: Einer-
seits gibt es die so genannte Polyploidisierung, die auf der Duplikation von größeren chro-
mosomalen Abschnitten oder von ganzen Chromosomen beruht. Außerdem können lokale 
Genduplikationen auftreten, bei denen es zur Verdoppelung eines einzelnen Gens innerhalb 
des Chromosoms kommt. 
Beide Prozesse haben im Verlauf der Evolution auch in A. thaliana stattgefunden. Mindes-
tens 70% des A. thaliana-Genoms besteht aus duplizierten Segmenten. Daraus kann auf 
einen tetraploiden Vorfahren geschlossen werden kann. Des Weiteren liegen ca. 17% aller 
Gene in einer durch lokale Gen-Duplikation bedingten Tandem-Anordnung vor (The Arabi-
dopsis Genome Initiative, 2000). Anhand dieser Eigenschaften des A. thaliana-Genoms lässt 
sich die Entstehung der zwei XDH- und vier AO-Gene zurückverfolgen. Im Allgemeinen wird 
davon ausgegangen, dass die AO nach einer frühen Duplikation des XDH-Gens durch so 
genannte Neofunktionalisierung entstanden ist (Rodrígez-Trelles et al., 2003). Bei A. thaliana 
wird es nach der Entstehung von AO und XDH durch mehrfache Duplikation chromosomaler 
Abschnitte zur Bildung der vier AO-Gene gekommen sein. Diese befinden sich auf separaten 
Chromosomen (Abb. 3-1) und ihre Genprodukte nehmen teils verschiedene, teils gleiche 
Funktionen war (Sekimoto et al., 1998). Die Tandem-Anordnung von AtXDH1 und AtXDH2 
auf Chromosom 4 (Abb. 3-1) sowie die hohe Identität von 93% zwischen beiden Genen auf 
Protein- wie auf Nukleinsäureebene belegen indessen, dass die lokale Verdoppelung des 
XDH-Gens erst in jüngster Vergangenheit stattgefunden haben muss. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-1: Schematische Darstellung der Positionen von AO- und XDH-Genen auf den Chromosomen I-V 
von A. thaliana. Die Positionen der AO-Gene AAO1-AAO4 und der XDH-Gene AtXDH1 und AtXDH2 sind in 
Megabasenpaaren (Mb) angegeben und durch Pfeile gekennzeichnet; die Centromer-Bereiche sind mit grauen 
Kreisen markiert. 
29,1 Mb
Chr. I
AAO4 (12,52 Mb; revers)
AAO3 (11,60 Mb; vorwärts)
AAO2 (15,52 Mb; revers)
AAO1 (7,11 Mb; vorwärts)
AtXDH1 (16,61 Mb; revers)
AtXDH2 (16,62 Mb; revers)
Chr. II
Chr. III
Chr. IV
Chr. V
19,6 Mb
23,2 Mb
17,5 Mb
26,0 Mb
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3.1.2 AtXDH1 und AtXDH2 werden durch verschiedene Promotoren reguliert 
Die Transkriptmengen von AtXDH1 und AtXDH2 unterscheiden sich deutlich voneinander. 
So bleibt beispielsweise der AtXDH2 mRNA-Gehalt in verschiedenen Blatt-Entwicklungs-
stadien auf gleichem Niveau, während die AtXDH1 Transkriptmenge in alternden und senes-
zenten Blättern stark erhöht ist. Diese unterschiedliche Expression verdeutlicht, dass es trotz 
des geringen Abstandes von nur 704 bp zwischen beiden Genen keinen gemeinsamen Pro-
motor geben kann. Die regulativen Elemente des AtXDH1-Gens befinden sich daher 
zwangsläufig im intergenischen und im 3’-Bereich der AtXDH2 (vgl. Abb. 2-1). Ein Vergleich 
der 2 kb großen putativen Promotorbereiche vor dem Start-ATG beider Gene zeigt lediglich 
vernachlässigbare Homologien auf. Stattdessen enthalten diese Bereiche unterschiedliche 
Promotor-Elemente. Dies deutet darauf hin, dass bei der Duplikation des XDH-Gens aus-
schließlich der codierende Bereich ohne die Promotor-Region erfasst wurde oder ein mitdup-
lizierter Promotor wieder verloren ging. 
Das Vorkommen von mehreren AO-Proteinen in Pflanzen ist keine Seltenheit. Außer für 
A. thaliana wurden beispielsweise für Mais (Sekimoto et al., 1997) und Gerste (Omarov 
et al., 1999) mehrere Isoformen der AO beschrieben. Aufgrund der phylogenetischen Daten 
wurden für die vier AOs in A. thaliana unterschiedliche Eigenschaften und Funktionen vermu-
tet, die durch die funktionelle Charakterisierung weiterer AO-Isoformen bestätigt wurden 
(Seo et al., 1998; Seo et al., 2000). Es bleibt zu klären, ob die Genprodukte von AtXDH1 und 
AtXDH2 ebenfalls unterschiedliche Aufgaben in der Pflanze erfüllen. Auf die mögliche Be-
deutung beider XDHs in A. thaliana wird im Zusammenhang mit den Ergebnisse aus der Ex-
pressionsuntersuchung näher eingegangen. 
3.2 Rekombinante Überexpression der AtXDH1 im eukaryotischen 
System P. pastoris 
Es ist grundsätzlich schwierig, eukaryotische Proteine ab einer bestimmten Größe in proka-
ryotischen Systemen rekombinant zu exprimieren. Auch von XOR-Proteinen ist bekannt, 
dass Expressionsversuche im Standard-System E. coli bislang erfolglos blieben. Aus diesem 
Grund wurde beispielsweise für die Expression der Rinder-XOR das aufwändige Baculovi-
rus-Insektenzellen-System eingesetzt (Kuwabara et al., 2003). Für die Expression des 
AtXDH1-Proteins bot sich dagegen die Verwendung der eukaryotischen Hefe P. pastoris an, 
in der bereits die der XDH sehr ähnlichen AO-Proteine aus A. thaliana erfolgreich exprimiert 
werden konnten. Die AAO1, AAO2 und AAO3 wurden in aktiver Form aus P. pastoris aufge-
reinigt und hinsichtlich ihrer Substratspezifität untersucht (Koiwai et al., 2000; Seo et al., 
2000). Auch die rekombinante Überexpression der AtXDH1 in P. pastoris brachte ein aktives 
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Protein mit allen für seine Aktivität erforderlichen posttranslationalen Modifikationen hervor, 
das somit für die funktionelle Charakterisierung geeignet war. 
Insbesondere im Zusammenhang mit der Untersuchung der biochemischen Eigenschaften 
der AtXDH1 zeigte sich ein Vorteil der Verwendung von P. pastoris als Expressions-System: 
Die Hefe ist gut geeignet für die Kultur in einem Bioreaktor (Fermenter), so dass in kurzer 
Zeit große Proteinmengen erzeugt werden können. Erst die definierte und kontrollierbare 
Umgebung eines Fermenters ermöglicht hohe Zelldichten von bis zu 300 g/L. Bei der Ex-
pression sekretierter Proteine ist die Kultivierung im Fermenter nahezu obligatorisch, da die 
Konzentration des Produktes im Medium proportional zur Zelldichte in der Kultur ist. Doch 
auch intrazellulär exprimierte Proteine ergeben in der Regel eine höhere Ausbeute bei Fer-
menter-kultivierten Zellen als bei Expression im Schüttelkolben. Das wird nicht nur durch die 
höhere Zelldichte erreicht, sondern auch durch eine drei- bis fünfmal höhere Fremdgen-
expression, bedingt durch die Methanol-Fütterung im Wachstums-limitierenden Bereich (Ce-
reghino u. Cregg, 2000) 
Der in dieser Arbeit verwendete P. pastoris-Stamm KM71 ist durch den Methanolverwer-
tungs-Phänotyp muts („methanol utilization slow“) charakterisiert, bei dem lediglich die lang-
samere Alkoholoxidase 2 (AOX2) das angebotene Methanol umsetzen kann. Daher erfolgt 
das Wachstum auf Methanol als einziger Kohlenstoffquelle deutlich langsamer als bei 
Stämmen, die AOX1 und AOX2 nutzen können. Dem wird mit einer erheblich niedrigeren 
Methanolzufuhrrate während der Induktion Rechnung getragen. In mehreren Veröffentli-
chungen wird eine Inhibierung des AOX1-Promotors durch Glyzerin beschrieben (Buckholz 
u. Gleeson, 1991; Hollenberg u. Gellissen, 1997; Sreekrishna et al., 1997), während in ande-
ren Arbeiten bei der Fermentation von mutS-Stämmen eine hohe Expressionsrate durch die 
gleichzeitige Fütterung von Glyzerin und Methanol während der Fremdgenexpression er-
reicht werden konnte (Brierley et al., 1990; Letourneur et al., 2001). Die Anwendung dieses 
so genannten „mixed-feed“-Verfahrens führte jedoch zu einem vollständigen Rückgang der 
AtXDH1-Expression. Eine Standard-Fermentation mit der ausschließlichen Zufuhr von Me-
thanol während der Induktionsphase führte dagegen zu der erwarteten höheren AtXDH1-
Proteinausbeute im Vergleich zur Expression im Schüttelkolben. Daraus ist auf eine Repri-
mierung der Fremdgenexpression durch Glyzerin zu schließen. 
Obwohl die AtXDH1 erfolgreich in P. pastoris rekombinant exprimiert werden konnte, bele-
gen die Ergebnisse, dass die Überexpression der XDH zur Beeinträchtigung des Hefe-
Wachstums führt. So wächst der XDH-Expressionsklon nur schwach in Minimalmedien, wie 
die Expressionsversuche in MGYH/MMYH bzw. die Vorversuche im Fermentationsmedium 
FM22 deutlich zeigten. Der Ausgangsstamm KM71 sowie ein Testklon, der mit dem leeren 
Expressionsvektor pPICZA transformiert wurde, wuchsen problemlos in den erwähnten Me-
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dien, so dass die Ursache in der integrierten XDH zu vermuten ist. Selbst wenn die Fremd-
genexpression reprimiert sein sollte, d.h. bei Kultur der Hefen auf Glyzerin als einziger 
Kohlenstoffquelle, wächst der AtXDH1-Expressionsklon in den erwähnten Minimalmedien 
extrem langsam. Das im Genom von P. pastoris integrierte AtXDH1-Gen führt demnach zu 
einem grundlegenden Eingriff in den Hefe-Stoffwechsel. Denkbar wäre einerseits, dass 
durch die exogene AtXDH1 mehr Purine degradiert werden, als P. pastoris entbehren kann. 
Wahrscheinlich aber stellt die Herstellung eines großen und mit verschiedenen Cofaktoren 
beladenen Proteins eine so große Anforderung an den Biosynthese-Apparat der Hefe dar, 
dass andere Stoffwechsel-Prozesse zurückgedrängt werden. 
3.3 Die biochemischen Eigenschaften des AtXDH1-Proteins 
3.3.1 AtXDH1 repräsentiert eine Xanthinoxidoreduktase 
Die in dieser Arbeit klonierte cDNA des AtXDH1-Gens kodiert für ein Protein aus 1361 Ami-
nosäuren, das stärkere Homologien zu eukaryotischen XOR-Proteinen als zu AO-Proteinen 
aufweist und somit als XOR identifiziert wurde. Die funktionelle Charakterisierung der re-
kombinant exprimierten AtXDH1 bestätigte die aufgrund der Proteinsequenz erwarteten Ei-
genschaften. In der SDS-PAGE Analyse wurde für die AtXDH1 eine molekulare Masse von 
ca. 150 kDa bestimmt, die mit der kalkulierten Masse von 150,2 kDa für das Monomer inklu-
sive des 6x His-Tag übereinstimmt. Das native Protein liegt als Homodimer vor, was anhand 
einer Gelfiltration und der anschließend errechneten molekularen Masse von 280-300 kDa 
bestätigt wurde. Wie bei den AOs erfolgt auch bei XORs die finale Aktivierung des Enzyms 
durch eine Moco-Sulfurase, die an das Mo einen terminalen Schwefel-Liganden anfügt. Die 
aus P. pastoris aufgereinigte AtXDH1 lag nur zum Teil sulfuriert vor, konnte aber durch eine 
Inkubation mit der rekombinant exprimierten A. thaliana Moco-Sulfurase ABA3 in ihrer Aktivi-
tät deutlich gesteigert werden. Wie für die AO aus A. thaliana bereits beschrieben (Bittner 
et al., 2001), konnte auch bei der AtXDH1 mittels Kaliumcyanid-Behandlung der terminale 
Schwefel-Ligand entfernt und das Enzym dadurch inaktiviert werden. Eine anschließende 
Behandlung mit ABA3 führte zu einer partiellen Rekonstitution der XDH-Aktivität. Daraus 
kann gefolgert werden, dass ABA3 unter nativen Bedingungen durch Sulfurierung den Aktivi-
tätsstatus der AtXDH1 reguliert. 
Die Substratspezifität der AtXDH1 kennzeichnet das Enzym eindeutig als XOR. Der bevor-
zugte Elektronenakzeptor der AtXDH1 ist NAD+, während AO-Proteine die Elektronen auf O2 
oder künstliche Substanzen wie DCIP und Ferricyanid übertragen (Rajagopalan u. Handler, 
1964). Allopurinol, ein vielbeschriebener XOR-Inhibitor (Massey et al.,1970), führt auch bei 
der AtXDH1 zu einem vollständigen Verlust der Enzymaktivität. Als Isomer des Xanthins wird 
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Allopurinol vom Enzym zu Alloxanthin umgesetzt (Abb. 3-2). Dieses kann aus der Substrat-
Bindungstasche nicht mehr freigegeben werden und führt somit zu einer irreversiblen Inhibie-
rung der XOR (Robins et al., 1985). Die AtXDH1 vermag eine ganze Reihe von Aldehyden 
und N-Heterozyklen zu oxidieren. Zwar werden insbesondere aromatische Aldehyde wie 
Indol-3-carbaldehyd oder 1-Naphthaldehyd umgesetzt, die Hauptreaktionen sind jedoch die 
Hydroxylierung von Hypoxanthin zu Xanthin (Abb. 3-2) und von Xanthin zu Harnsäure, wie 
die hohe Reaktivität der AtXDH1 gegenüber beiden Substraten belegt. Dagegen wird Xan-
thin von AO-Proteinen überhaupt nicht umgesetzt, da diese nicht in der Lage sind, Purin-
Derivate mit zwei C-Substituenten zu oxidieren (Krenitsky et al., 1972). 
Die Analyse der AtXDH1-Proteinsequenz untermauerte die Ergebnisse der Substratspezifi-
täts-Untersuchung. Zwei definierte Aminosäuren sind für die Bindung und insbesondere die 
korrekte Positionierung der Purinsubstrate bei XOR-Proteinen erforderlich. Ein Arginin an 
Position 909 (bezogen auf die AtXDH1-Proteinsequenz) bestimmt die Position der Substrat-
Hydroxylierung, indem es die einwandfreie Orientierung des Substrates in Relation zum Mo-
co-Reaktionszentrum vermittelt (Glatigny et al., 1998). Bei der XDH in E. nidulans führte der 
Austausch dieses Arginins in ein Glycin dazu, dass die Hydroxylierung des Substrates am 
C-8 statt wie üblich am C-6 Atom erfolgte (Glatigny et al., 1998). Die zweite erforderliche 
Aminosäure für die Substraterkennung ist das Glutamat 831, das für die Unterschiede in der 
Substratspezifität zwischen XORs und AOs verantwortlich ist (Huber et al., 1996). Das par-
tielle Alignment von AtXDH1 und AtXDH2 mit weiteren XOR-Proteinen sowie mit den AOs 
aus A. thaliana zeigt die Existenz dieses konservierten Glutamat- bzw. Arginin-Restes inner-
halb der Moco-Domäne aller XOR-Proteine, während die entsprechenden Aminosäuren in 
AO-Proteinen nicht vorkommen (Abb. 3-3A). 
Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zwischen XDH- und AO-Proteinsequenzen ist das 
Vorkommen des Sequenz-Motivs „FFXYRK“ innerhalb der FAD-Domäne der XDHs (Abb. 
3-3B). In der im Vergleich zu [Fe-S]-Zentren- und Moco-Bindungsdomäne weniger stark kon-
servierten FAD-Bindungsdomäne enthalten alle XOR-Proteine das für die Bindung des phy-
 
 
 
 
 
Abb. 3-2: Strukturformeln der XDH-Substrate Hypoxanthin und Xanthin sowie des Inhibitors Allopurinol. 
Hypoxanthin wird von der XOR zu Xanthin oxidiert, das weiter zu Harnsäure umgesetzt wird. Das Hypoxanthin-
Isomer Allopurinol wird zu Alloxanthin umgesetzt, das anschließend aus dem aktiven Zentrum nicht mehr freige-
setzt wird. 
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siologischen Elektronenakzeptors NAD+ verantwortliche Tyrosin (Nishino u. Nishino, 1989). 
Diese NAD+-Bindungsstelle fehlt bei AO-Proteinen, die dementsprechend NAD+ nicht umset-
zen können. 
Die biochemischen Eigenschaften der AtXDH1 sind vergleichbar mit den Daten der nativ aus 
Weizenblättern, verschiedenen Leguminosenblättern, Erbsensämlingen und der Grünalge 
C. reinhardtii aufgereinigten XDHs (Montalbini, 1998; Montalbini, 2000; Sauer et al., 2002; 
Pérez-Vicente et al., 1988). Alle diese Enzyme werden als Homodimere mit einer molekula-
ren Masse von ca. 300 ± 30 kDa beschrieben und katalysieren hauptsächlich die Oxidation 
von Xanthin und Hypoxanthin, setzen jedoch auch verschiedene Aldehyde und Purine um. 
Die XDH aus Weizenblättern und Erbsensämlingen zeigt mit Xanthin eine höhere Umsatzra-
te als mit Hypoxanthin (Montalbini, 1998; Sauer et al., 2002), während die Enzyme aus 
C. reinhardtii sowie aus Cicer aeritinum, Glycine max, P. vulgaris, Vicia faba und weiteren 
Fabaceae ebenso wie die AtXDH1 mit Hypoxanthin eine höhere Aktivität erreichen (Pérez-
Vicente et al., 1988; Montalbini, 2000; Hesberg et al., 2004). Alle beschriebenen Enzyme 
werden durch Allopurinol, p-Hydroxymercuribenzoat und Cyanid inhibiert. Das pH-Optimum 
der Enzyme aus Weizen, C. reinhardtii und den Fabaceae liegt bei pH 8,4-8,5 und entspricht 
damit dem der AtXDH1. Der Vergleich der XDH aus A. thaliana mit den XDHs aus einer 
Grünalge sowie aus verschiedenen mono- und dikotylen Pflanzen bestätigt somit, dass die 
pflanzlichen XDHs innerhalb aller Klassen sehr ähnliche biochemische Eigenschaften besit-
zen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-3: Partielles Alignment von AtXDH1 und AtXDH2 mit XOR- und AO-Proteinen. 
(A) Innerhalb der Moco-Bindungsdomäne sind die für die Substratbindung der XOR essentiellen AS gekenn-
zeichnet. (B) Die FAD-Bindungsdomäne der XORs beherbergt die NAD+-Bindungsstelle (schwarze Box) mit dem 
essentiellen Tyrosin. Die AS-Positionen der mit Pfeilen gekennzeichneten Reste beziehen sich auf die AtXDH1-
Sequenz. Die GenBank Accession-Nr. der verwendeten Proteine sind: AtXDH1 (AY171562), AtXDH2 
(AY518202), B. taurus XDH (CAA58497), G. gallus XDH (P47990), A. thaliana AO1 (BAA28624), AO2 
(BAA28625), AO3 (BAA82672). 
Glu-831 Arg-909A
B Tyr-421
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3.3.2 AtXDH1 liegt ausschließlich in der Dehydrogenase-Form vor 
Die XOR-Proteine der Säugetiere werden als Dehydrogenase synthetisiert und kommen in 
frisch präparierten Proben hauptsächlich in dieser Form vor. Durch limitierte Proteolyse oder 
Modifikation der Cystein-Reste können sie jedoch leicht in die Oxidase-Form überführt wer-
den (Della Corte u. Stirpe, 1968). Oxidase- und Dehydrogenase-Form der XOR unterschei-
den sich in den Elektronenakzeptoren in der reduktiven Halbreaktion des Enzyms. Die XDH 
zeigt eine Präferenz für NAD+, wobei eine Restaktivität mit O2 vorhanden ist. Demgegenüber 
kann die XO nicht mit NAD+ reagieren und überträgt die Elektronen ausschließlich auf O2. 
Die reversible Umwandlung der XDH in die XO erfolgt durch Oxidation von Sulfhydryl-
Gruppen und kann in vitro z.B. 1-Fluor-2,4-dinitrobenzen erzielt werden. Infolge einer sol-
chen Behandlung kommt es bei Ratten- und Rinder-XDH zur Ausbildung einer Disulfid-
Brücke zwischen dem an die FAD-Domäne anschließenden „Linker“ und der Moco-Domäne 
(Nishino u. Nishino, 1997; Rasmussen et al., 2000). Diese Disulfid-Brücke wird von zwei in 
allen Säuger-XORs vorhandenen Cystein-Resten (Cys-535 und Cys-992 in der Rinder XOR, 
Abb. 3-4) gebildet und ist der Auslöser für weitergehende Modifikationen des Enzyms. Die 
ausschließlich in der Dehydrogenase-Form vorkommenden XDH-Proteine aus Hühnchen 
und D. melanogaster enthalten wie AtXDH1 und AtXDH2 ein Arginin an Stelle des Cys-992, 
welches die Ausbildung einer Disulfid-Brücke verhindert. Daher ist davon auszugehen, dass 
eine reversible XDH/XO-Umwandlung von AtXDH1 und AtXDH2 nicht möglich ist. 
Die Aufklärung der Kristallstruktur von Dehydrogenase- und Oxidase-Form der Rinder-XOR 
demonstrierte, dass es durch die proteolytische Umwandlung von der XDH in die XO zu ei-
ner Konformationsänderung im Bereich der FAD-Domäne kommt. Ein aus sauren und basi-
schen Aminosäure-Resten bestehender „Loop“ verändert seine Position dahingehend, dass 
er den Zugang des NAD+ zum FAD-Cofaktor blockiert (Enroth et al., 2000). Dieser geladene 
„Loop“ umfasst Gln-423 bis Lys-433 im Rinder-Enzym und ist unter den XOR-Proteinen stark 
konserviert (Abb. 3-4). Auffällig ist, dass ausschließlich die Säuger-Enzyme an der entspre-
chenden Position (433 in der Rinder-XOR) ein Lysin enthalten, während die Dehydrogena-
sen aus Hühnchen und D. melanogaster sowie AtXDH1 und AtXDH2 ein Isoleucin mit unpo-
larer Seitenkette aufweisen. 
Als ausschlaggebend für die Neu-Strukturierung des beschriebenen „Loops“ wurde in der 
Rinder-XOR eine Gruppe von Aminosäuren identifiziert, die sich aus Arg-335, Trp-336 und 
Arg-427 in der FAD-Domäne und Phe-549 im darauf folgenden Linker zusammensetzt (Abb. 
3-4). Es wird angenommen, dass diese AS-Reste zwei Funktionen bei der XDH/XO-
Konversion erfüllen (Kuwabara et al., 2003). Einerseits öffnen sie einen Tunnel, der in der 
XO den Zugang des O2 zum FAD erleichtert. Andererseits übertragen sie die Veränderungen 
in der „Linker“-Region auf den geladenen „Loop“ und bewirken so dessen Konformationsän-
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derung. Sowohl Proteolyse als auch Modifikationen von SH-Gruppen im „Linker“ führen zu 
einem Verlust der Phe-549 – Trp-336 Interaktion, was über eine Umorientierung des Arg-427 
letztendlich die grundlegende Konformationsänderung des gesamten „Loop“ (Gln-423 – 
Lys-433) verursacht. Wie in Abb. 3-4 zu erkennen ist, sind Arg-335, Trp-336, Arg-427 und 
Phe-549 gemeinsam lediglich in den Säuger-XORs konserviert. In der AtXDH1- und 
AtXDH2-Sequenz befindet sich an Stelle des Arg-335 ein Lysin und statt des Phe-549 ein 
Valin (Abb. 3-4). Es ist anzunehmen, dass insbesondere der Phenylalanin-Valin Austausch 
die Bildung der für die Rinder XOR beschriebenen AS-Interaktionen verhindert und damit 
eine Umwandlung der AtXDH1 und AtXDH2 von der Dehydrogenase- in die Oxidase-Form 
nicht möglich ist. 
Die rekombinant exprimierte AtXDH1 zeigt in frischen Präparationen eine hohe Reaktivität 
gegenüber NAD+. Demgegenüber ergibt sich lediglich eine Umsatzrate von 2,5% bei Ver-
wendung von O2 als Elektronenakzeptor. Eine Behandlung des Enzyms mit Trypsin führt zu 
einem Rückgang der Aktivität, ohne dass es zu einem Anstieg der Reaktivität gegenüber O2 
kommt (eigene unveröffentlichte Daten). In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Pro-
teinsequenz-Analyse kann die AtXDH1 demnach als reine Dehydrogenase bezeichnet wer-
den, die weder reversibel noch irreversibel in eine Oxidase zu überführen ist. Auch die nativ 
aufgereinigte XOR aus Weizenblättern (T. aestivum), aus Blättern von diversen Fabaceae 
wie Sojabohne (Glycine max), Linse (Lens esculenta), Klee (Trifolium pratense, Trifolium 
repens) und Kuhbohne (Vigna unguiculata) sowie aus der Grünalge C. reinhardtii liegt aus-
schließlich in der Dehydrogenase-Form vor (Montalbini, 1998; Montalbini, 2000; Pérez-
Vicente et al., 1988). Zwar beschreiben Corpas und Mitarbeiter im Gegensatz dazu (1993), 
dass in aufgereinigten Peroxisomen aus Erbsenblättern (P. sativum) die XOR zu 60% in der 
Oxidase-Form vorliegt. Auch wenn berücksichtigt wird, dass andere pflanzliche XDHs von 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-4: Alignment der für die XDH/XO-Konversion relevanten XOR-Bereiche. 
Eine schwarze Box kennzeichnet den aus geladenen AS bestehenden „Loop“ (Gln-423 – Lys-433), der in der XO 
den Zugang für NAD+ zum FAD blockiert. Ein Gruppe von weiteren für die XDH/XO-Konversion erforderlichen AS 
ist durch (   ) gekennzeichnet; die für die reversible XDH/XO-Konversion notwendigen Cysteine sind durch (   ) 
benannt. Die Positionen der mit Pfeilen gekennzeichneten AS sind auf die Rinder-XOR bezogen. Die GenBank 
Accession-Nr. der verwendeten Proteine sind: B. taurus XOR (CAA58497), R. norvegicus XOR (P22985), 
M. musculus XOR (Q00519), H. sapiens XDH (P47989), G. gallus XDH (P47990), AtXDH1 (AY171562), AtXDH2 
(AY518202). 
Arg-335 Trp-336 Arg-427 Cys-992Phe-549
BtXDH  EQLRWFAGKQ 341    FKQASRREDDIAKVT 435    DKCGKLDPTYTSATLLFQK 551    FNKENCWKKRGL 998 
RnXDH  EQLRWFAGKQ 341    FKQASRREDDIAKVT 435    DMCGKLDPTFASATLLFQK 552    FNRENCWKKRGL 999 
MmXDH  EQLRWFAGKQ 344    FKQASRREDDIAKVT 438    GMCGKLDPTFASATLLFQK 555    FNRENCWKKRGL 1002 
HsXDH  EQLRWFAGKQ 341    FKQASRREDDIAKVT 435    DKCGKLDPTFASATLLFQK 552    FNKENCWKKRGL 999 
GgXDH  EQLRWFAGPQ 368    FKQAYRREDDIAIVT 462    NLCEPVPPNYISATELFHK 581    FNKQNRWKKRGM 1028 
DmXDH  DMLHYFAGKQ 340    FKQARRRDDDIAIVN 438    TSSDALPSEERSGAETFHT 554    FNRENRWRKRGM 1004 
AtXDH1 EQLKWFAGTQ 370    FKQAHRRDDDIAIVN 464    SAIETFPPSHMSAVQPVPR 581    FNSHNRWKKRGV 1028 
AtXDH2 EQLKWFAGTQ 360    FKQAHRRDDDIAIVN 454    PTIETFPPSHMSAVQLVPR 571    FNSHNRWKKRGV 1018 
       : *::*** *        **** **:**** *.             . .   *..  .          ** .* *:***: 
Cys-535
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der AtXDH1 abweichende Eigenschaften besitzen können, lassen die zitierten Arbeiten mit 
nativ aufgereinigter XDH sowie die eigenen Untersuchungen die Richtigkeit der von Corpas 
und Mitarbeitern gemachten Beobachtungen fraglich erscheinen. Dies gilt um so mehr, da 
ganze Organellen und keine spezifischen Enzyme aufgereinigt wurden. 
3.3.3 Bildung von Superoxidradikalen durch die AtXDH1 
Sowohl die Dehydrogenase- als auch die Oxidase-Form der XOR-Proteine bilden Superoxid-
Anionradikale (O2-•), wenn O2 als Elektronenakzeptor genutzt wird. Je nach Anzahl der über-
tragenen Elektronen entsteht bei der Reduktion von O2 entweder Wasserstoffperoxid bei der 
Übertragung von zwei Elektronen oder ein Superoxidradikal, wenn ein Einzelelektron über-
tragen wird. Die XOR-Proteine bilden beide Substanzen, sofern Xanthin und O2 als Substrate 
genutzt werden (Harris u. Massey, 1997). Im Vergleich zur XO produziert die XDH jedoch 
mehr Superoxidradikale pro Mol umgesetzten Sauerstoffs. Bezogen auf die Reaktion mit O2 
erzeugt die Hühnchen-XDH 40-44% (Nishino et al., 1989) und die Rinder-XDH 35-42% Su-
peroxidradikale, während die Oxidase-Form des Rinder-Enzyms lediglich 30% Superoxidra-
dikale produziert (Hunt u. Massey, 1992). Diese Unterschiede liegen in veränderten Redox-
potentialen des FAD-Zentrums bei XDH und XO begründet. In der XDH existiert das Flavin-
Radikal (FADH•, Abb. 3-5) in einem thermodynamisch stabilisierten Zustand, d.h. das Re-
doxpotential des FADH•/FADH2-Paares ist niedriger als das des FAD/FADH•-Paares (Hunt 
et al., 1993). Auf der anderen Seite ist das Redoxpotential des FADH•/FADH2-Paares immer 
höher als das des FAD/FADH•-Paares in der XO. Das stabilisierte Flavinsemichinon reagiert 
direkt mit O2 unter Bildung von Superoxidradikalen und bedingt so den in Relation höheren 
Anteil der Superoxidradikal-Bildung in der XDH. 
Auch die rekombinant exprimierte AtXDH1 bildet Superoxidradikale, allerdings ist ihr Anteil 
mit 22% am umgesetzten Sauerstoff relativ gering. Obwohl die AtXDH1, auch aufgrund ihrer 
geringen Reaktivität mit O2, eindeutig als Dehydrogenase zu bezeichnen ist, ist die relative 
Superoxidradikal-Produktion vergleichbar mit der der Rinder-XO. Die AtXDH1 (und die 
AtXDH2) zeigen in der Proteinsequenz der FAD-Domäne einige Abweichungen nicht nur von 
den Säuger-XORs, sondern auch von den Sequenzen der reinen Dehydrogenasen aus 
 
 
 
 
 
Abb. 3-5: Strukturformeln der reduzierten und oxidierten Form des FAD sowie des Flavin-Radikals (Mitte). 
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Hühnchen oder D. melanogaster. Möglicherweise verhindern AtXDH1-spezifische AS-Aus-
tausche innerhalb der FAD-Bindungsspalte die Stabilisierung des Flavin-Radikals und ver-
mindern dadurch den Anteil der entstehenden Superoxidradikale auf ein für Oxidasen typi-
sches Maß. 
Die physiologische Bedeutung der Superoxidradikal-Produktion durch die XDH in Säugetie-
ren bleibt unklar, da die Entstehung von Superoxid in Gegenwart von NAD+ nahezu vollstän-
dig inhibiert wird und in der Zelle unter normalen Bedingungen ein Überschuss an NAD+ 
herrscht (Nishino, 1994). Andererseits scheint eine kurzfristige Erschöpfung der für die XDH 
verfügbaren NAD+-Menge auszureichen, um eine von der XDH katalysierte Superoxidradikal-
Bildung hervorzurufen (Harris u. Massey, 1997). Ob die AtXDH1 in vivo Superoxidradikale 
generiert, konnte bisher nicht untersucht werden. Die beobachtete Regulation der AtXDH1 
deutet jedoch auf eine Beteiligung des Enzyms an Prozessen hin, welche die Bildung von 
reaktiven Sauerstoff-Spezies erfordern und somit eine Superoxidradikal-Produktion durch die 
AtXDH1 in vivo nahe liegend und wahrscheinlich erscheinen lassen. 
3.4 Die Regulation der XDH und ihre Bedeutung in vivo 
3.4.1 Der Purin-Katabolismus in Pflanzen 
Die XDH erfüllt als Schlüsselenzym des Purin-Katabolismus’ eine grundlegende Funktion im 
Stoffwechsel der Pflanze. In den meisten Pflanzen verläuft der Abbau der Purin-Nukleotide 
nach dem in Abb. 3-6 dargestellten Schema (zusammengefasst durch Moffatt u. Ashihara, 
2002). Die Degradation des Adenosinmonophosphates (AMP) beginnt mit dessen Deaminie-
rung zu Inosinmonophosphat (IMP), das dann durch Dephosphorylierung in Inosin umge-
wandelt wird. Beim Abbau des Guanosinmonophosphates (GMP) erfolgt in umgekehrter Rei-
henfolge zunächst die Dephosphorylierung und daran anschließend die Deaminierung. Die 
entstandenen Nukleoside Inosin bzw. Xanthosin werden durch Hydrolyse des Zuckers zu 
Hypoxanthin bzw. Xanthin umgesetzt. Die XDH katalysiert nun die Oxidation von Hypo-
xanthin zu Xanthin und von Xanthin zu Harnsäure. Deren Abbauprodukt Allantoin wird zu 
Allantoinsäure, die in Harnstoff und Ureidglykolat hydrolysiert wird. Aus Harnstoff entstehen 
Ammoniak (NH3) und Kohlendioxid (CO2), welche die Endprodukte der Purindegradation 
darstellen. In A. thaliana wird der Purin-Abbau derzeit nicht untersucht, er verläuft jedoch 
wahrscheinlich nach dem beschriebenen Schema. 
In Vertretern der Aceraceae, Plantanaceae und Boraginaceae erfolgt der Purin-Katabolismus 
nur bis zu den Ureiden Allantoin und Allantoinsäure, die insbesondere in Wurzeln und 
Stamm bzw. Stängel eingelagert werden und als Stickstoff-Speicher dienen. Im Bedarfsfall 
werden diese Ureide in die Blätter transportiert und dort komplett degradiert (Moffatt u. Ashi-
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hara, 2002). Ein bekannter Vertreter solcher Ureide-speichernden Pflanzen ist der Beinwell 
(Symphytum officinale), bei dem die Hälfte des in der Pflanze enthaltenen Stickstoffs als Al-
lantoin vorliegt (Reinbothe u. Mothes, 1962). Ob A. thaliana ebenfalls Ureide speichert oder 
ob nur die komplette oxidative Aufspaltung der Purine stattfindet, ist noch nicht geklärt. 
3.4.2 Die pflanzliche XDH erfüllt weitere Funktionen 
In einigen Pflanzen aus der Familie der Fabaceae erfüllt die XDH eine Aufgabe im primären 
Stickstoff-Metabolismus. Die Fabaceae gehen mit Stickstoff-fixierenden Bakterien eine Sym-
biose ein, um sich auf diese Weise mit Stickstoff zu versorgen. Die so genannten Knöllchen-
bakterien (Rhizobium spec.) werden im Rahmen einer kontrollierten Infektion in Wurzelzellen 
der Pflanze aufgenommen und veranlassen sie zur Ausbildung von Wurzelknöllchen. Die zu 
Bakterioiden herangewachsenen Rhizobien liefern den fixierten Luftstickstoff (N2) in Form 
von Ammonium (NH4+) an die Wirtszelle. Je nach Transportform des fixierten Stickstoffs 
werden die Vertreter der Fabaceae einer von zwei Gruppen zugeordnet (Schubert, 1986). 
Amid-Bildner wie die Lupine (Lupinus spec.), Erbse (P. sativum) und Luzerne (Medicago 
spec.) assimilieren und transportieren den fixierten Stickstoff als Glutamin und Asparagin. 
Viele tropische Fabaceae wie z.B. Sojabohne (G. max), Kuhbohne (V. unguiculata) und 
Bohne (P. vulgaris) gehören dagegen in die Gruppe der Ureid-Bildner. Bei diesen Pflanzen 
wird ein Großteil des fixierten Stickstoffs in den infizierten Zellen der Wurzelknöllchen für die 
Synthese von Purinen verwendet, die dann durch die XDH zu Harnsäure oxidiert werden. In 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-6: Katabolismus der Purin-Nukleotide in Pflanzen. 
Dargestellt ist das Schema des Standard-Purinabbaus, wie er in den meisten Pflanzen abläuft (modifiziert nach 
Moffat u. Ashihara, 2002). 
Harnsäure
GMP
N
N
N
O
Rib P
N
H
NH2
Guanosin
Nucleotidase
Xanthosin
NH
N
H
N
N
O
O
Rib
Xanthin
IMP
AMP
N
N
N
N
NH2
Rib P
N
N
N
O
Rib P
N
H
AMP-
Deaminase
Inosin
Nucleotidase
Hypoxanthin AllantoinsäureAllantoin
Guanin-Deaminase
Purin-
Nucleosidase Purin-Nucleosidase
XDHXDH
NH2
N
H
N
H
N
HO
O
O
NH2
N
H
NH2
N
HO
O
O OH
NH2
N
H
OHO
O O
Ureidglykolat
O
NH2 NH2
O
O O
Uricase
Harnstoff +
Allan-
toinase
O
NH2 NH2
Harnstoff + Glyoxylat
NH3 + CO2
NH3 + CO2
Allantoicase
Ureidglykolat
-Lyase
Urease
Urease
 3. DISKUSSION 
 61 
benachbarten uninfizierten Zellen erfolgt der Abbau der Harnsäure zu Allantoin und Allan-
toinsäure. Diese Ureide werden aus den Knöllchen ins Xylem exportiert und bilden den 
Großteil des für die Pflanzenernährung benötigten Stickstoffs (Atkins u. Smith, 2000). Mit 
einem Stickstoff-zu-Kohlenstoff-Verhältnis (C:N) von 1:1 stellen die Ureide sehr stickstoffrei-
che Verbindungen dar im Vergleich zu Asparagin und Glutamin mit einem C:N-Wert von 2,0 
bzw. 2,5. Der Bedarf an verfügbaren C-Skeletten für die NH3-Assimilation ist in den Amide-
bildenden Fabaceae damit deutlich höher als in den Ureide-Bildnern, die tatsächlich im Ver-
gleich weniger Energie verbrauchen (Layzell et al., 1979). In den Wurzelknöllchen von Urei-
de-bildenden Fabaceae wurden die höchsten XDH-Aktivitäten in Pflanzen gefunden, die 500-
1000fach über den in Blättern gemessenen Aktivitäten liegen (Nguyen, 1986). Dies verdeut-
licht die Wichtigkeit diese Stoffwechselweges in den entsprechenden Pflanzen. 
Nicht auf Stickstoff-fixierende Pflanzen beschränkt, sondern von allgemeiner Bedeutung in 
Pflanzen ist die hypersensitive Reaktion (HR) als Antwort auf Pathogenbefall. Dabei kommt 
es zum „Selbstmord“ der mit Pathogenen befallenen Zellen, dem so genannten program-
mierten Zelltod („programmed cell death“, PCD). Rund um solche nekrotischen Lokalläsio-
nen schottet die Pflanze durch vermehrte Ligninsynthese das benachbarte Gewebe ab, um 
eine Ausbreitung der Infektion zu verhindern. Bei der Entstehung dieser HR konnte der XDH 
eine direkte Beteiligung nachgewiesen werden. Werden Bohnenblätter (P. vulgaris) mit dem 
phytopathogenen Pilz Uromyces phaseoli infiziert, steigt die XDH-Aktivität an und vermittelt 
anscheinend die Ausbildung der HR (Montalbini, 1992a). Wird die XDH-Aktivität in der Pflan-
ze durch Allopurinol inhibiert, unterbleibt auch die HR. Ähnliches wurde in Weizenblättern 
und -samen beobachtet, die mit Puccinia recondita infiziert wurden. Auch in diesem Fall un-
terdrückt Allopurinol die Hypersensitivitäts-Anwort (Montalbini, 1992b). In beiden Pflanzen ist 
nach deren Infektion außer der XDH- auch die Uricase-Aktivität stark erhöht. Die Uricase 
setzt die von der XDH generierte Harnsäure zu Allantoin um (Abb. 3-6) und setzt dabei H2O2 
und CO2 frei. Montalbini vermutet als Auslöser für die HR entweder von der XDH produzierte 
Superoxidradikale oder Hydroxylradikale (OH•), die aus O2-• und von der Uricase produzier-
tem H2O2 entstehen können. 
Nachgewiesen ist, dass die Anhäufung von reaktiven Sauerstoffspezies („reactive oxygen 
species“, ROS) essentiell ist für die Regulation des PCDs (Morel u. Dangl, 1997). Während 
in einigen Pflanzen wie Tabak (N. tabacum) und Tomate (Lycopersicon esculentum) für die 
Entstehung des PCDs Wasserstoffperoxid verantwortlich ist (Schraudner et al., 1998; Wohl-
gemuth et al., 2002), hängt in A. thaliana das Auftreten lokaler Läsionen von Superoxidradi-
kalen ab (Jabs et al., 1996). Zusammen mit den bekannten ROS-produzierenden Enzymen 
NADPH-Oxidase und der mitochondriellen Alternativen Oxidase (Overmyer et al., 2003) pro-
duziert eine nach Pathogenbefall stark aktivierte AtXDH1 wahrscheinlich ebenfalls Super-
oxidradikale und ist somit an der Vermittlung des PCDs in A. thaliana beteiligt. 
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3.4.3 Die AtXDH1 wird durch diverse Stresse reguliert 
Die Beteiligung der pflanzlichen XDH an der hypersensitiven Reaktion lässt vermuten, dass 
dem Enzym eine Rolle in weiteren Prozessen zukommt, die mit reaktiven Sauerstoffspezies 
in Zusammenhang stehen. Durch die Untersuchung der XDH-Expression in A. thaliana konn-
te diese Annahme bestätigt werden. Tabelle 3-1 fasst die Veränderungen der XDH-
Expression in alternden und seneszenten Blättern sowie nach Applizierung verschiedener 
Stresse zusammen. Die AtXDH2-Transkriptmenge wird durch die getesteten Bedingungen 
nicht beeinflusst und bleibt konstant auf gleichem Niveau. Die relative mRNA-Menge der 
AtXDH1 steigt im Blatt nach Salz- und Trockenstress sowie bei natürlicher Seneszenz an, 
während nach Trockenstress in Wurzeln und Kältebehandlung in Blättern ein Rückgang der 
mRNA-Menge zu verzeichnen ist. Die Zunahme der AtXDH1 mRNA-Menge im Blatt nach 
Trockenheit wird von einem erhöhten ABA-Gehalt vermittelt (vgl. Abb. 2-7B) und ist somit nur 
indirekt vom Trockenstress abhängig. Mit wenigen Ausnahmen stimmen die Veränderungen 
der XDH-Aktivität mit denen der AtXDH1 mRNA-Menge überein. Lediglich nach der Applizie-
rung von Salzstress sowie in alternden Blättern bleibt die XDH-Aktivität unverändert, obwohl 
die mRNA-Menge der AtXDH1 ansteigt. Diese Unterschiede in mRNA-Menge und Enzym-
Aktivität lassen sich durch die Tatsache erklären, dass die XDH ebenso wie die AO der post-
translationalen Aktivierung durch die Moco-Sulfurase ABA3 bedarf. In Abhängigkeit von den 
herrschenden Umweltbedingungen kontrolliert ABA3 die Aktivität von AO und XDH durch 
Veränderung des Verhältnisses von sulfuriertem/aktivem zu nicht-sulfuriertem/inaktivem En-
zym (Bittner et al., 2001; Schwartz et al., 1997; Xiong et al., 2001). Die tatsächliche XDH-
Aktivität ist damit relativ unabhängig von der vorhandenen Menge an Holoenzym. Anschei-
nend erhöht ABA3 in seneszenten Blättern den Anteil der aktiven XDH weit über die übliche 
Menge hinaus, während bei beginnender Alterung zwar die AtXDH1-Transkriptmenge an-
Tab. 3-1: Veränderungen der XDH Expression unter verschiedenen Bedingungen. 
Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich die Angaben auf Blattmaterial. (+) kenn-
zeichnet eine Zunahme, (-) eine Abnahme der relativen mRNA-Menge bzw. Enzym-
Aktivität; k.V. = keine Veränderung gegenüber der unbehandelten Kontrolle. 
Zunahme oder Abnahme von 
Stress 
AtXDH1 mRNA AtXDH2 mRNA XDH-Aktivität 
Salz + k.V. k.V. 
Kälte/Frost - k.V. - 
Trockenheit (Blatt) + k.V. + 
Trockenheit (Wurzel) - k.V. - 
beginnende Alterung + k.V. k.V. 
natürliche Seneszenz + k.V. ++ 
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steigt, ABA3 dies jedoch nicht als Signal zur Aktivierung der XDH erkennt. 
Die Untersuchung der AtXDH1- und AtXDH2-Expression mittels semiquantitativer RT-PCR 
erlaubt eindeutig eine getrennte Analyse beider Transkript-Mengen. Im Gegensatz dazu 
kann in A. thaliana lediglich XDH-Aktivität nachgewiesen werden, ohne dass diese dem 
AtXDH1- oder AtXDH2-Protein direkt zugeordnet werden kann. Die im in Gel-Aktivitätsnach-
weis detektierte XDH-Bande in A. thaliana Rohextrakt zeigt zwar die gleiche Mobilität im na-
tiven Gel wie die rekombinant exprimierte AtXDH1. Dies ist jedoch kein Indiz für die alleinige 
Präsenz dieser XDH-Isoform. Da AtXDH1 und AtXDH2 annähernd gleiche physikalisch-
chemische Eigenschaften besitzen, weisen beide Proteine im nativen Gel wahrscheinlich ein 
identisches Laufverhalten auf und ließen sich nicht voneinander trennen. Ob in A. thaliana 
beide Isoenzyme AtXDH1 und AtXDH2 vorhanden sind und in aktiver Form vorliegen, ist mit 
dem verwendeten in Gel-Aktivitätsnachweis nicht zu klären. 
Die Untersuchung der XDH-„knock out“ Mutanten legt nahe, dass beide Proteine in aktiver 
Form in der Pflanze existieren. Die AtXDH1-ko Linie, in der folgerichtig lediglich AtXDH2 ak-
tiv vorliegen kann, zeigt eine gleich bleibende XDH-Aktivität, die auch in seneszenten Blät-
tern unverändert ist (vgl. Abb. 2-9E). Diese Beobachtung findet die Entsprechung in der 
gleich bleibenden AtXDH2 mRNA-Menge im Wildtyp und deutet auf eine konstitutive Expres-
sion des AtXDH2-Proteins hin, das zu jeder Zeit voll sulfuriert/aktiv vorliegen muss. In der 
AtXDH2-ko Linie ist entsprechend lediglich AtXDH1-Protein vorhanden, und auch in dieser 
Mutante ist XDH-Aktivität zu detektieren, die zudem in seneszenten Blättern stark ansteigt 
(vgl. Abb. 2-9E). Dementsprechend scheint die AtXDH1 das bei Seneszenz und bei Stress-
einwirkung hochregulierte Enzym zu sein. Dafür sprechen zusätzlich die Übereinstimmung 
der Veränderungen von AtXDH1-Transkriptmenge und XDH-Aktivität im Wildtyp sowie das 
Vorkommen der entsprechenden regulativen Promotorelemente in der putativen Promotor-
Region der AtXDH1. 
3.4.4 Die putativen XDH-Promotoren enthalten Stress-abhängige Regulations-
Elemente 
Die in den putativen Promotor-Regionen beider XDH-Gene gefundenen Regulations-
elemente bestätigen die Beobachtung, dass beide XDH-Transkripte unterschiedliche Funkti-
onen innehaben. Vor dem 5’-Bereich der AtXDH1 finden sich verschiedene Elemente, wel-
che die Bindung von Stress-abhängigen Transkriptionsfaktoren ermöglichen. Zwei „ABA-
response elements“ (ABRE) unterstreichen die ABA-vermittelte XDH-Regulation bei ver-
schiedenen abiotischen Stressen. Typisch ist das Vorkommen von mehreren W-Boxen, an 
die die WRKY-Transkriptionsfaktoren binden. Die WRKY-Faktoren sind involviert in Verteidi-
gungsreaktionen bei Pathogenbefall und Entwicklungsprozessen (Eulgem et al., 2000). Für 
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AtWRKY53 wird eine Funktion bei der Regulation der Blattseneszenz beschrieben (Hin-
derhofer u. Zentgraf, 2001). Die G-Box ist an der Induzierbarkeit pflanzlicher Promotoren 
durch Licht, Anaerobiose und Phytohormone beteiligt, wobei für die Bindung der Transkripti-
onsfaktoren weitere cis-Elemente in unmittelbarer Nachbarschaft erforderlich sind (Menkens 
et al., 1995). Anhand dieser Promotor-Elemente kann gefolgert werden, dass die AtXDH1 für 
die Stress-Anpassung und Seneszenz von Bedeutung ist. Auf diesen Zusammenhang deu-
ten auch die beobachteten Veränderungen des AtXDH1-Transkripts hin. 
Da die stärksten Veränderungen auf Transkriptebene in seneszenten Blättern auftraten, wä-
re ein Vergleich mit weiteren Seneszenz-involvierten Regulationselementen hilfreich. Jedoch 
wurden bei Sequenzvergleichen der Promotor-Regionen von Seneszenz-assoziierten Genen 
(SAG) bisher keine Ähnlichkeiten und damit kein weiteres gemeinsam wirkendes cis-Element 
gefunden (Gan u. Amasino, 1997). Darauf aufbauende Untersuchungen waren somit nicht 
möglich. 
Die putative Promotor-Region der AtXDH2 unterscheidet sich deutlich von der des AtXDH1-
Gens. Beispielsweise sind ein ABRE sowie W- und G-Boxen nicht enthalten, es finden sich 
jedoch zwei bei Trockenstress wirksame Elemente (DRE, „drought response element“). Auf-
fällig ist das gehäufte Auftreten von Opaque2- und ROM2-Boxen. Die zur Klasse der basi-
schen Leucin-„Zipper“ gehörenden Transkriptionsfaktoren Opaque2 und ROM2 werden 
hauptsächlich während der Fruchtreifung exprimiert (Chern et al., 1996; Yunes et al., 1994). 
Neben der grundlegenden Funktion der Purindegradation wäre eine besondere Bedeutung 
der AtXDH2 während der Fruchtreifung von A. thaliana denkbar. Für diese Annahme spricht 
auch, dass in Avocado-Früchten (Persea americana) eine Inhibierung der XDH-Aktivitäten 
durch Allopurinol zu einem Stillstand der Fruchtentwicklung führt (Taylor u. Cowan, 2004). 
3.4.5 AtXDH1 im Zusammenhang mit Seneszenz und reaktiven Sauerstoffspezies 
Die Bedeutung der erhöhten XDH-Aktivität nach Trockenstress und bei natürlicher Senes-
zenz ist nicht vollkommen klar. In diesem Zusammenhang stellt die Bildung von ROS nur 
eine der möglichen Funktionen der XDH dar. Da der stärkste Anstieg des AtXDH1-
Transkripts und der XDH-Aktivität in seneszenten Blättern zu verzeichnen ist, soll die Bedeu-
tung der XDH anhand des Vorganges der Seneszenz näher erläutert werden. 
Die Seneszenz stellt das Endstadium der Blatt-Entwicklung dar und ist ein Typ des PCDs. 
Die Mehrzahl der pflanzlichen Gene wird während der Seneszenz herunterreguliert. Bisher 
wurden ca. 30 Gene in A. thaliana entdeckt, die in seneszenten Blättern transkriptionell 
hochreguliert werden und als Seneszenz-assoziierte Gene (SAG) bezeichnet werden (Lim 
et al., 2003). Die Hauptaufgabe dieser Gene liegt in der Zell-Degeneration und Remobilisie-
rung von Nährstoffen, bekannte Vertreter sind degradative Enzyme wie RNasen (Taylor et al, 
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1993), Proteinasen (Lohmann et al., 1994; Drake et al., 1996) und Lipasen (Ryu u. Wang, 
1995). Außerdem erfordern oxidative Prozesse während der Seneszenz, insbesondere die 
Einleitung des PCDs, die Bildung von ROS. 
Die XDH in A. thaliana ist in der Lage, beide Funktionen zu erfüllen. Einerseits ist eine erhöh-
te XDH-Aktivität für den Purinabbau, also die Remobilisierung von Kohlenstoff und Stickstoff 
erforderlich. Andererseits kann eine weit über das übliche Maß hinaus aktivierte XDH für die 
Bereitstellung von Superoxidradikalen sorgen und damit den PCD vermitteln. Superoxidradi-
kale sind geladen und können daher biologische Membranen nicht passieren, während Was-
serstoffperoxid als ungeladenes Molekül eine Signalfunktion über weitere Strecken erfüllen 
kann. Da für A. thaliana die Einleitung des PCDs in Abhängigkeit von Superoxidradikalen 
nachgewiesen wurde (Jabs et al., 1996), ist in diesem Zusammenhang die subzelluläre 
Lokalisierung der Superoxidquelle und damit der XDH von Bedeutung. Diesbezüglich 
existieren widersprüchliche Daten, die von einer cytoplasmatischen Lokalisierung (Datta 
et al., 1991) bis zur Beschreibung einer löslichen peroxisomalen XO (Sandalio et al., 1988) 
reichen. Die bisher bekannten Superoxid-bildenden Enzyme, insbesondere die NADPH-
Oxidasen, sind hauptsächlich im Cytosol lokalisiert (Overmyer et al., 2003). Dies könnte für 
eine cytosolische Lokalisierung auch der XDH sprechen; eine entsprechende Untersuchung 
steht jedoch noch aus. 
Eine weitere für die Vermittlung des PCDs notwendige Substanz ist Stickstoffmonoxid (NO), 
das einerseits als Signalmolekül fungiert und andererseits direkt an der Auslösung des PCDs 
beteiligt ist (Durner u. Klessig, 1999). Außerdem entsteht während der oxidativen Prozesse 
aus NO und O2-• Peroxinitrit (ONOO-), das ebenfalls den PCD induziert. Die Bildung von NO 
in Säugetieren erfolgt hauptsächlich durch die NO-Synthase, darüberhinaus ist eine XO-
vermittelte NO-Produktion beschrieben (Godber et al., 2000; Li et al., 2004). In Pflanzen 
konnte bisher eine NO-Bildung durch die NR (García-Mata u. Lamattina, 2003) sowie durch 
eine spezifische pflanzliche NO-Synthase AtNOS1 (Guo et al., 2003) nachgewiesen werden. 
Die eigenen Untersuchungen belegen jedoch, dass die AtXDH1 nicht in der Lage ist, NO zu 
produzieren. Dennoch könnte der XDH in diesem Zusammenhang mit der Neutralisierung 
von Peroxinitrit durch Harnsäure eine funktionelle Bedeutung zukommen. In A. thaliana 
konnte durch die Gabe von Harnsäure, das Endprodukt der XDH-Reaktion, die Auslösung 
eines Peroxinitrit-vermittelten PCDs reduziert werden (Alamillo u. Garcia Olmeedo, 2001). 
Insofern wäre eine Regulation der oxidativen Prozesse durch die XDH in beide Richtungen 
denkbar. Die genaue Funktion der XDH in diesem komplexen Regulationssystem ist noch 
nicht geklärt, dennoch scheint festzustehen, dass die stark aktivierte XDH im PCD eine wich-
tige Rolle spielt. 
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3.4.6 Ausblick 
Die pflanzliche XDH in A. thaliana erfüllt neben der grundlegenden Aufgabe der Purindegra-
dation weitere Funktionen und ist in Stress-abhängige Reaktionen involviert. Um hinsichtlich 
dieser physiologischen Bedeutung der XDH für die Pflanze mehr Klarheit zu erlangen, müss-
ten die Untersuchung der XDH-Aktivität unter verschiedenen Bedingungen ausgeweitet so-
wie der Einfluss einer Inhibierung der XDH in der Pflanze analysiert werden. Außerdem 
bleibt zu prüfen, ob die XDH auch in A. thaliana an der HR beteiligt ist. Für die weitere Erfor-
schung der XDH-Regulation bieten sich außerdem die mit Promotor-GUS Konstrukten trans-
formierten A. thaliana Pflanzen an, die ein geeignetes Werkzeug für die quantifizierbare Un-
tersuchung der XDH-Genexpression darstellen. 
Unsicherheit herrscht bisher hinsichtlich der subzellulären Lokalisierung der XDH in 
A. thaliana. Die eigenen Daten deuten auf eine mögliche Lokalisierung in bzw. assoziiert mit 
Peroxisomen hin. Da es sich nur um ein einmaliges Experiment handelte, bedarf es hier wei-
terer Untersuchungen. Sie erscheinen auch deshalb nahe liegend, weil in den Wurzelknöll-
chen der Kuhbohne (V. unguiculata) die XDH mittels immunologischer Untersuchungen im 
Elektronenmikroskop als cytosolisches Enzym nachgewiesen wurde (Datta et al., 1991). Für 
die Arbeit mit GFP-Fusionskonstrukten sollten daher weitere Systeme getestet werden, wie 
beispielsweise stabile Linien statt transienter Expression, die Verwendung von Protoplasten 
als Rezipient sowie der Einsatz anderer Promotoren an Stelle des benutzten sehr starken 
35S-Promotors. 
Im Gegensatz zu den meisten bislang untersuchten Organismen besitzt A. thaliana zwei 
XDH-Gene, die beide exprimiert werden. Entsprechend der Untersuchung von AtXDH1 bie-
ten sich die rekombinante Überexpression und anschließende biochemische Charakterisie-
rung auch der AtXDH2 an, um eventuelle funktionelle Unterschiede aufzeigen zu können. Da 
durch molekulare Analyse die AtXDH-ko Linien als tatsächliche XDH-„knock out“ Mutanten 
verifiziert werden konnten, steht mit beiden Linien geeignetes Pflanzenmaterial für weitere 
Untersuchungen der Funktionsweisen von AtXDH1 und AtXDH2 zur Verfügung. 
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4 Material und Methoden 
4.1 Material 
4.1.1 Verwendete Medien, Puffer und Lösungen 
Standard-Lösungen, Puffer und Medien wurden nach Sambrook et al. (1989) mit deionisier-
tem Wasser hergestellt. Der pH-Wert der Lösungen wurde, wenn nicht anders angegeben, 
mit HCl oder NaOH eingestellt. Medien, Medienstammlösungen und –zusätze wurden durch 
Autoklavieren (20 min, 1 bar, 121°C) oder Sterilfiltrieren (0,2 µm) sterilisiert. 
4.1.2 Verwendete Chemikalien und Enzyme 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen BIO-Rad, 
Duchefa, Fluka, Merck, Riedel de Haen, Roth, Serva und Sigma bezogen. Restriktionsendo-
nukleasen sowie DNA- und Protein-modifizierende Enzyme stammten von den Firmen Sig-
ma, Stratagene, Promega, Gibco/Brl Life Technologies, MBI fermentas und New England 
Biolabs. 
4.1.3 Bakterien- und Hefe-Stämme 
Stamm Referenz Genotyp Kultivierung/Verwendung 
Escherichia coli 
DH5 Hanahan (1983) supE 44∆lac U169 (∆80lacZ 
∆M15) hsd R17 recA endA1 
gyrA96 thi-1 relA  
LB, 37°C/Klonierung 
TP 1000 Palmer et al. (1996) F’ ∆lac U169 araD139 rpsL150 
relA1 ptsF rbsR flbB ∆(mob-
AB) 
LB, 37°C/Expression 
Agrobacterium tumefaciens 
C58C1 Chilton und Chilton 
(1984) 
residentes Plasmid pMP90 CPY + rif + gent, 28°C/Trans-
formation von A. thaliana 
Pichia pastoris 
KM71 Invitrogen arg4 his4 aox1::ARG4 YPD, 30°C/Expression der 
AtXDH1-cDNA  
 
  4. MATERIAL UND METHODEN 
 68 
4.1.4 Verwendete Plasmide 
Bezeichnung Referenz Selektion Verwendung 
pGEM-T Easy Promega amp, Blue-White PCR-Klonierung 
pBluescript II SK+ Stratagene amp, Blue-White Klonierung, Sequenzierung 
pMP90 Deblaere et al. (1985) gent trägt vir-Gene in C58C1 
pBin19 Bevan (1984) kan; Blue-White Transformation in A. thaliana 
pPICZA Invitrogen  zeocin Überexpression in P. pastoris 
pTrcHis Temple et al. (2000) amp Überexpression in E. coli 
pCK GFP Reichel et al. (1996)  2x 35S-Expressions-Kassette 
pRT99 Töpfer et al. (1987) amp Transformation in Z. mays 
pRT103 Töpfer et al. (1987) amp Promotor-GUS-Analyse 
pBS GFP C-Fus Nowak (2004) amp Lokalisierung 
pBS GFP N-Fus Nowak (2004) amp Lokalisierung 
Diese Plasmide bilden die Grundlage aller in dieser Arbeit verwendeten Plasmid-Konstrukte 
und deren Subklone (siehe jeweilige Kapitel). 
4.2 Molekularbiologische Arbeiten 
4.2.1 Klonierungstechniken 
Die Arbeit mit rekombinanter DNA auf Plasmidebene umfasst jegliche Neukombination von 
DNA und dient der Klonierung von PCR-Fragmenten und der Expression von Genen in ver-
schiedenen Organismen. 
Der Einsatz sämtlicher DNA-modifizierenden Enzyme, wie Restriktionsendonukleasen, T4-
DNA-Ligase und alkalische Phosphatase, erfolgte entsprechend den Angaben der Hersteller 
oder nach Sambrook et al. (1989). Die Transformation von Plasmid-DNA und Ligationsan-
sätzen in E. coli sowie die Herstellung kompetenter E. coli DH5-Zellen erfolgte ebenfalls 
nach Sambrook et al. (1989). Plasmid-DNA Minipräparationen wurden, je nach späterer 
Verwendung, entweder mit Hilfe der CTAB-Methode nach Del Sal (1989), der alkalischen 
Lyse nach Sambrook et al. (1989) oder mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid-Kits von Mache-
rey & Nagel durchgeführt. Die Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen erfolgte 
ebenfalls nach Sambrook et al. (1989), DNA aus Agarosegelen wurde den Angaben der 
Hersteller entsprechend mit dem Easy-PureTM Kit von Biozym oder dem NucleoSpin® 
Extract-Kit von Macherey & Nagel aufgereinigt. 
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4.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Das Standard-PCR-Protokoll nach Sambrook et al. (1989) wurde den Anforderungen ent-
sprechend abgewandelt. So wurde für die Erstellung von Expressionskonstrukten die Pwo-
DNA-Polymerase (Peqlab) verwendet, während bei einfachen Nachweis-Reaktionen die 
Taq-Polymerase (Peqlab) Verwendung fand. Für RT-PCR Experimente wurde, wenn erfor-
derlich, ein Gemisch aus Taq- und Pwo-Polymerase (Peqlab) im Verhältnis 24:1 (units) ein-
gesetzt. Sämtliche PCR-Experimente wurden mit Hilfe des Thermocycler Gen Amp PCR-
System 2400 von Perkin-Elmer bzw. des PCR-Express Gradient von Hybaid durchgeführt. 
Eine Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primer befindet sich im Anhang. 
PCR-Mutagenese 
Für die Erzeugung aller Expressionskonstrukte war es notwendig, mit Hilfe von mutagenisie-
renden Primern neue Restriktionsstellen in die cDNA einzubringen. Die PCR-Reaktion erfolg-
te in einem Gesamtvolumen von 50 µl in Gegenwart von 1 µM eines jeden Primers, 200 mM 
eines jeden Nukleotides, 20-50 ng Template-DNA und 2,5 U Pwo-DNA-Polymerase. Die 
Amplifikation erfolgte während 15-20 Zyklen, wobei einzelne Parameter wie Zyklenzahl, An-
nealingtemperatur und –dauer sowie Elongationszeit den jeweiligen Bedingungen angepasst 
wurden. Das Standard-Protokoll für die Amplifikation von rekombinanter AtXDH setzte sich 
folgendermaßen zusammen: einmalige Denaturierung bei 94°C für 2 min; 15-20 Zyklen be-
stehend jeweils aus 30 s Denaturierung bei 94°C, 30 s Annealing bei 55°C und 4 min Elon-
gation bei 72°C; sowie eine abschließende Endsynthese bei 72°C für 7 min. 
Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) 
In einer RT-Standardreaktion wurden dazu 2-6 µg Gesamt-RNA bzw. 50-100 ng mRNA ein-
gesetzt. Diese wurde zunächst 3 min bei 65°C denaturiert bevor 5 µM Oligo-dT Primer, 20 U 
RNase-Inhibitor (rRNasin, Promega), 500 mM eines jeden dNTPs und 10 U AMV-Reverse 
Transkriptase zu dem Gesamtansatz von 20 µl gegeben wurden. Die RT-Reaktion fand für 
2 h bei 41°C statt und wurde anschließend abgestoppt durch auffüllen mit TE-Puffer auf 
250 µl. Die nachfolgende PCR wurde durchgeführt mit 0,5-3 µl der RT-Reaktion als Templa-
te, 2 µM jedes spezifischen Primers, 200 mM jeden dNTPs, 1,5 U Taq-Polymerase oder 
Taq/Pwo-Gemisch in Gegenwart von 2,5 mM MgCl2 (10x Puffer für hohe Erträge, Peqlab) 
und 1 µl Enhancer-Lösung (Peqlab) in einem Endvolumen von 25 µl. Für die Amplifikation 
wurde das Standardprotokoll den jeweiligen Ansprüchen angepasst. Parallelproben wurden 
in einem Gradienten von unterschiedlichen Annealing-Temperaturen zwischen 50°C und 
65°C in bis zu 50 Zyklen eingesetzt. Da in Gegenwart von Taq-Polymerasen hergestellte 
PCR-Amplifikate einen 3'-Adenin-Überhang besitzen, wurden RT-PCR Produkte direkt in 
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sogenannte TA-Vektoren mit kompatiblem Thymin-Überhang wie pGEM-T EasyTM (Promega) 
kloniert. 
Für semiquantitative RT-PCR wurden grundsätzlich 2 µg A. thaliana Gesamt-RNA revers 
transkribiert. Von dieser RT-Reaktion wurden 3 µl für folgende PCR mit XDH1- und XDH2-
spezifischen Primern eingesetzt: 3 min Anfangsdenaturierung, 30 Zyklen mit je 30 s Denatu-
rierung bei 94°C, 1 min Annealing bei 56°C, 1 min Elongation bei 72°C; sowie 6 min Endsyn-
these bei 72°C. 
Inverse PCR 
Diese PCR diente der molekularen Charakterisierung der T-DNA getaggten XDH-Mutanten. 
Für jede iPCR wurden zunächst 100 ng genomische DNA mit den jeweils geeigneten Re-
striktionsenzymen vollständig verdaut, aufgereinigt und anschließend in 200 µl Gesamtvolu-
men ligiert. Nach einer erneuten Aufreinigung der DNA wurde eine einfache PCR durchge-
führt, wobei mit Hilfe der T-DNA spezifischen Primer die flankierenden genomischen Berei-
che amplifiziert wurden. 
Analytische PCR 
Bei der Analyse transgener P. pastoris-Linien diente ein Zell-Rohextrakt (Miles et al., 1998) 
als Template für eine Standard-PCR. Spezifische Primer ermöglichten so die Amplifikation 
des eingebrachten Fremdgenes. 
4.2.3 DNA-Sequenzierung 
Für die DNA-Sequenzierung wurde hochreine über DNA-Isolationskits isolierte Plasmid-DNA 
(NucleoSpin Plasmid, Macherey & Nagel) oder PCR-Amplifikat-DNA (NucleoSpin Extract, 
Macherey & Nagel) eingesetzt. Die Sequenzierung erfolgte unter Verwendung von fluores-
zenz-markierten ddNTPs des ABI-PrismTM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kits (Perkin Elmer) mit einem Pop 6 Polymer auf einem ABI-PrismTM 310 cycle se-
quencer (PE Applied Biosystems). 
4.2.4 Gesamt-DNA-Isolation aus A. thaliana (modifiziert nach Saghai-Mahoof et al., 
1984) 
Für Gesamt-DNA-Isolation wurde 1 g Blattmaterial von A. thaliana in flüssigem Stickstoff 
sehr fein gemörsert. Nach Zugabe von 1 ml auf 65°C vorgewärmtem 2x-CTAB-Puffer 
[200 mM Tris/HCl pH 7,5; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2% CTAB (w/v); 2% -Mercaptoethanol 
(frisch zugeben)] wurde vorsichtig gemischt; weitere 1,5 ml vorgewärmter 1x-CTAB-Puffer 
wurden zugegeben und der Ansatz wurde nach kräftigem Vortexen für 1,5 h im Hybridisie-
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rungsofen (Biometra OV-1) bei 65°C inkubiert. Nach Abkühlen auf RT folgte eine Extraktion 
mit 1 Vol Chloroform/Isoamylalkohol (24/1), bevor die Oberphase mit 50 µl RNase 
(10 mg/ml) versehen und 30 min bei RT inkubiert wurde. Durch Zugabe von 0,6 Vol Isopro-
panol erfolgte die Fällung der DNA; die sich bildende Flocke wurde mit einer Glaskapillare 
aufgewickelt und für 20 min in 76%igem Ethanol/200 mM NaAcetat gewaschen. Nach 
Abspülen mit eiskaltem 76%igem Ethanol/10 mM NH4Acetat wurde die DNA getrocknet und 
anschließend bei 4°C in 200 µl TE gelöst. 
4.2.5 Gesamt-RNA Isolation aus A. thaliana 
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus A. thaliana erfolgte entweder mit Hilfe des NucleoSpin® 
RNA Plant-Kits (Macherey & Nagel) oder nach Logemann et al. (1987). Dazu wurde das Ma-
terial in flüssigem Stickstoff sehr fein gemörsert und mit 2 Vol RNA-Extraktionspuffer [20 mM 
MES pH 7,0; 8 M Guanidinhydrochlorid; 20 mM EDTA in DEPC-H2O (5 µl/ml -Mercapto-
ethanol frisch zugeben)] versetzt (mind. 2 ml). Sobald das Gewebe angetaut war, wurde es 
in zwei vorgekühlte 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und für 5 min bei 15000 upm und 4°C 
abzentrifugiert. Die Überstände wurden auf drei neue vorgekühlte Reaktionsgefäße verteilt, 
und es erfolgte eine Extraktion mit 1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1, v/v/v). 
Der wässrigen Oberphase wurden 1/20 Vol 1 M Essigsäure und 0,7 Vol 96% EtOH zugege-
ben, leicht geschüttelt und die RNA wurde für mind. 30 min bei 4°C gefällt. Nach erneuter 
Zentrifugation (15000 upm, 10 min, 4°C) wurde das Pellet zweimal mit 1 Vol 3 M NaAcetat, 
pH 5,2 gewaschen. Entsprechend erfolgte ein Waschschritt mit 1 Vol 70%igem EtOH, an-
schließend wurde das Pellet in 50–100 µl DEPC-H2O gelöst. 
4.3 Proteinbiochemische Arbeiten 
4.3.1 Aufreinigung von His-Tag Proteinen 
Für die Aufreinigung rekombinant exprimierter His-Tag Proteine wird die Bindung von Poly-
histidin-Resten an eine Nickel-Nitrilotriacetat (Ni-NTA) Superflow Matrix (Qiagen) genutzt. 
Alle Arbeiten erfolgten bei 4°C. Nach Herstellung des Proteinrohextraktes aus P. pastoris, 
E. coli oder N. tabacum wurde dieser mit einem entsprechenden Volumen der im jeweiligen 
Extraktionspuffer äquilibrierten Ni-NTA Matrix (Bindungskapazität: 10 mg/ml) versetzt und 15 
min geschwenkt. In einer dem verwendeten Volumen angemessenen Tropfsäule wurde mit 
dem fünffachen Matrixvolumen Waschpuffer (50 mM NaPi pH 6,0; 300 mM NaCl; 10% Glyze-
rin; 20 mM Imidazol) gewaschen, und anschließend das His-getaggte Protein durch sechs-
malige Zugabe von 0,7 Matrixvolumen Elutionspuffer (50 mM NaPi, pH 6,0; 300 mM NaCl; 
10% Glyzerin; 500 mM Imidazol) eluiert. Aliquots jeder Fraktion wurden in der SDS-PAGE 
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bzw. im nativen Aktivitätsgel analysiert. Die das gewünschte Protein enthaltenden Fraktionen 
wurden gegen 50 mM Tris/HCl pH 7,5; 1 mM EDTA dialysiert bzw. bei kleinem Fraktionsvo-
lumen mittels Sephadex G-25 PD10 entsalzt. 
4.3.2 Anionentauscher-Chromatographie 
Zur weiteren Proteinaufreinigung wurden im Rahmen dieser Arbeit eine Source™15Q XK 16-
Säule mit 10 ml Matrixvolumen und eine Niederdruck-Chromatographieanlage (FPLC, Amer-
sham Pharmacia) verwendet. Die in 50 mM Tris/HCl pH 7,5; 5 mM EDTA; 2 mM DTT äqui-
librierte Säule wurde mit 10-15 mg Protein beladen; die Elution erfolgte durch einen linearen 
Gradienten über 4 Säulenvolumen von 0-50% des genannten Puffers plus 1 M NaCl. Frakti-
onen von je 1 ml wurden aufgefangen und Aliquots in der SDS-PAGE analysiert. 
4.3.3 Gelfiltration 
Für die Molekulargewichtsbestimmung wurde in dieser Arbeit eine Superdex 200 HR 10/30 
Gelfiltrationssäule (Amersham Pharmacia) in Verbindung mit einer Niederdruck-
Chromatographieanlage (ÄKTA basic, Amersham Pharmacia) eingesetzt. Die in 50 mM 
Tris/HCl pH 7,5; 200 mM NaCl äquilibrierte Säule wurde mit 200 µl Probe (0,8-1,3 mg Prote-
in) beladen und die Proteine wurden bei einer Flussrate von 0,3 ml/min separiert. Anhand 
einer Eichgerade aus Proteinen bekannter Größe kann das Molekulargewicht der gewünsch-
ten Proteine nach folgender Formel berechnet werden: 
 y = 1E + 0,8e-0,5538x  (x: Elutionsvolumen in ml; y: Molekulare Masse in Da) 
Für das Entsalzen kleinerer Volumina bis 400 µl bzw. 2,5 ml wurden vorgepackte Sephadex 
G-50 Nick-Säulen bzw. Sephadex G-25 PD-10 Tropfsäulen (beide Amersham Pharmacia) 
verwendet. Die Säulen wurden jeweils mit 5 Säulenvolumen des gewählten Puffers äqui-
libriert, mit der Probe beladen und die Differenz zum maximalen Probenvolumen an Puffer 
zugegeben. Die umgepufferte Proteinfraktion wurde mit dem 1,4 fachen Volumen des Pro-
benvolumens eluiert. 
4.3.4 Konzentrierung von Proteinlösungen 
Die Ankonzentrierung von Proteinlösungen erfolgte mit Hilfe von Zentrifugations-
Konzentratoren. Für kleine Volumina bis 4 ml wurden Centricon-, für bis zu 15 ml Centriprep-
Konzentratoren (beide Amicon) mit einem Ausschlussvolumen von 50 kDa entsprechen den 
Angaben des Herstellers eingesetzt. 
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4.3.5 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes eines Rohextrakts erfolgte nach Bradford 
(1976) unter Verwendung von BSA (Rinder-Serum-Albumin Fraktion V) als Standard. Ein 
Aliquot von 5 µl des Rohextraktes wurde in 800 µl H2O verdünnt, mit 200 µl Bradford-
Reagenz (Biorad; Roth) versetzt und für 10 min bei RT inkubiert bevor die Absorption bei 
595 nm in einem Spektralphotometer bestimmt wurde. 
Die Konzentration gereinigter Proteine wurde mit Hilfe des kalkulierten molaren Extinktions-
koeffizienten und des Molekulargewichts durch eine Absorptionsbestimmung bei 280 nm am 
Spektralphotometer nach Gill und Hippel (1989) ermittelt. 
4.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 
Für die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinfraktionen entsprechend ihres Moleku-
largewichtes wurden in dieser Arbeit diskontinuierliche Tris/Glycin-SDS-Gelsysteme zwi-
schen 7,5% und 12,5% nach Laemmli (1970) verwendet. Die zu analysierenden Proteinlö-
sungen wurden dazu mit 5x SDS-PAGE-Ladepuffer (50% Glyzerin; 3,5% SDS; 15% -Mer-
captoethanol; 0,02% Bromphenolblau) versetzt und für 5-7 min bei 95°C denaturiert. Die 
Auftrennung erfolgte unter Wasserkühlung bei 150-200 V. Im Anschluss daran erfolgte eine 
Visualisierung der aufgetrennten Proteine im Gel über eine Färbung mit Coomassie-Lösung. 
4.3.7 Immunblot-Analyse 
Nach erfolgter SDS-PAGE wurden die Gele für ca. 5 min in Transferpuffer (10% MeOH in 1x 
Tris/Glycin) äquilibriert. Für den Transfer der Proteine in einem diskontinuierlichen semi-dry-
Blot auf die Trägermembran (HybondTM-P, Amersham Pharmacia) wurden 3 Lagen in Trans-
ferpuffer getränktes Whatman-Papier luftblasenfrei auf die Anode gelegt, darauf wurde die 
mit MeOH benetzte, mit H2O gewaschene und in Transferpuffer äquilibrierte Membran auf-
gebracht. Anschließend folgten das Gel, 3 Lagen Whatman-Papier und die Kathode. Das 
Blotten erfolgte bei 250 mA mit 3 mA/cm2. Nach Waschen des Blots in 1x TBS-Lösung 
(10 mM Tris/HCl pH 7,5; 150 mM NaCl) können die transferierten Proteine reversibel mit 
PonceauS-Lösung (5% in 1x TBS) angefärbt werden. 
Für den immunologischen Nachweis transferierter Proteine wurde die Membran für 1 h bei 
RT in Blockierungslösung (2% BSA in 1x TBS) inkubiert bevor der 1:1000 in TBS verdünnte 
primäre Antikörper zugegeben wurde. Nach ca. 2-stündigem Schwenken bei RT wurden un-
spezifisch gebundene Antikörper durch 15-minütiges Waschen der Membran in TBS-T (0,1% 
Tween20 in 1x TBS) und Waschen für 10 min in 0,8% NaCl entfernt. Anschließend erfolgte 
die Inkubation mit dem sekundären mit Alkalischer Phosphatase konjugierten Antikörper An-
ti-Maus-IgG (Sigma) für 1 h bei RT unter Schwenken. Nach erneutem Waschen mit TBS-T 
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und 0,8% NaCl  folgte die Färbereaktion der alkalischen Phosphatase durch eine Benetzung 
der Membran mit ca. 5 ml BCIP/NBT-Reaktionslösung, bestehend aus 33 µl NBT (Promega) 
und 16 µl BCIP (Promega) in 100 mM Tris/HCl pH 8,8; 100 mM NaCl; 6,4 mM MgCl2. Durch 
Entfernen der Färbelösung und Waschen mit Wasser wurde die Reaktion gestoppt. 
In dieser Arbeit wurde als primärer Antikörper der monoklonale Anti-His-Tag Antikörper aus 
Maus (Dianova) für die Arbeiten mit rekombinanten His-getaggten Proteinen verwendet. 
4.3.8 Expression von ABA3 in E. coli 
Die rekombinante Überexpression der Moco-Sulfurase ABA3 aus A. thaliana in E. coli erfolg-
te nach Bittner et al., 2001. 
4.4 Nachweis von Enzymaktivitäten 
4.4.1 Fluorimetrischer -Glucuronidase (GUS) Aktivitätstest 
Die Untersuchung der mit Promotor-GUS-Konstrukten transformierten A. thaliana-Pflanzen 
hinsichtlich ihrer GUS-Aktivität erfolgte mit Hilfe des fluorimetrischen Nachweises nach Jef-
ferson et al. (1987). Dafür wurden 80 mg Pflanzenmaterial mit 120 µl Extraktionspuffer 
(100 mM NaH2PO4; pH 7,8 mit NaOH; 1 mM DTT) versetzt, gequetscht und auf Eis gestellt. 
Nach einer Behandlung im Ultraschallbad für 2x 15 s wurden die Zellbestandteile für 15 min 
bei 14000 upm und 4°C abzentrifugiert. Von diesem Rohextrakt wurden 50 µl mit 450 µl 
MUG-Reaktionspuffer (50 mM NaPi pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,1% Triton X-100; 0,4% Sarko-
syl; 0,04% MUG; 0,1% -Mercaptoethanol) gemischt, sofort 50 µl als Nullwert entnommen 
und die Reaktion durch Zugabe von 950 µl 200 mM Na2CO3 abgestoppt. Der restliche Reak-
tionsansatz inkubierte bei 37°C; jeweils nach 10, 20 und 30 min wurden 50 µl entnommen 
und ebenso abgestoppt. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte bei 455 nm nach Anregung 
bei 365 nm am Luminescence Spectrometer LS 30 (Perkin Elmer). 
4.4.2 In Gel-Aktivitätsnachweise (nach Mendel u. Müller, 1976) 
Zum Nachweis der Aktivitäten von AO und XDH in pflanzlichen Geweben wurde zunächst 
ein Rohextrakt aus 50-100 mg Pflanzenmaterial hergestellt. Nach Zugabe von 1 Vol Extrakti-
onspuffer (100 mM KaPi pH 7,5; 2,5 mM EDTA; 5 mM DTT) wurde das Material gequetscht, 
zweimal für je 2 min ultrabeschallt und anschließend für 15 min bei 15000 upm und 4°C ab-
zentrifugiert. Von diesem Rohextrakt wurden 50-100 mg pro Spur mit 1/10 Vol Ladepuffer 
[50% Glyzerin; 0,02% Bromphenolblau (w/v)] versetzt und in einem nativen 7,5%igen PA-Gel 
bei 100-150 V gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zum Nachweis von Aktivitäten rekombinan-
ter XDH wurde 1 µg Protein pro Spur aufgetragen. 
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Anschließend wurden die Gele für 20 min in 100 mM KaPi pH 7,5 für AO-Aktivität bzw. in 
250 mM Tris/HCl pH 8,5 für XDH-Aktivität äquilibriert, bevor die Färbelösung (300 µM Sub-
strat, 100 µM PMS und 400 µM MTT im jeweiligen Puffer) zugegeben und das Gel über 
Nacht inkubiert wurde. Als Substrate wurden üblicherweise Abscisinaldehyd, Indol-3-
carbaldehyd, 1-Naphthaldehyd oder Heptaldehyd für AO-Nachweise bzw. Xanthin oder Hy-
poxanthin für den Nachweis der XDH-Aktivität eingesetzt. Die Färbereaktion wurde abge-
stoppt durch Waschen der Gele in Wasser. 
4.4.3 Spektrophotometrische Bestimmung der XDH-Aktivität 
Der Nachweis der Aktivität rekombinanter XDH erfolgte entweder mit NAD+ als Elektronen-
akzeptor durch Quantifizierung des gebildeten NADH oder durch Bestimmung der Harn-
säure-Produktion. Die zweite Methode ermöglicht nicht nur den Einsatz von NAD+ sondern 
auch die Verwendung von O2 als Elektronenakzeptor. 
Bestimmung der XDH-Aktivität mittels NADH 
Der Reaktionsansatz enthielt 1 mM Hypoxanthin oder Xanthin in 1 ml Gesamtvolumen, 1 mM 
NAD+ sowie eine geeignete Menge Enzym in 50 mM Tris/HCl pH 8,0; 1 mM EDTA. Durch 
Zugabe des Enzyms wurde die Reaktion gestartet und über 1 min die Zunahme der OD bei 
340 nm verfolgt. Gebildetes NADH lässt sich mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten 
NADH 340nm = 6,178 mM-1cm-1 quantifizieren. 
Bestimmung der XDH-Aktivität mittels Harnsäure 
Bei diesem Ansatz befanden sich 1 mM Xanthin, eine geeignete Enzymmenge sowie ggf. 
1 mM NAD+ in einem Gesamtvolumen von 1 ml im oben angegebenen Puffer. Nach dem 
Start der Reaktion wurde die Zunahme der OD bei 295 nm über 1 min beobachtet und mit-
tels Harnsäure 295nm = 9,6 mM-1cm-1 die gebildete Harnsäure quantifiziert. 
4.4.4 Nachweis von Superoxid-Radikal-Bildung 
Die Bestimmung gebildeter Superoxid-Radikale erfolgte nach McCord u. Fridovich (1968) 
bzw. Ballou et al (1969) durch den Nachweis O2-	-abhängiger Cytochrom c Reduktion. In 
einem Versuchsansatz von 1 ml befanden sich 1 mM Substrat, 16,7 µM Cytochrom c und 
rekombinante XDH in 50 mM Tris/HCl pH 8,0; 1 mM EDTA; die Absorptionssteigerung bei 
550 nm wurde über 1 min verfolgt. Die gleiche Reaktion wurde in Gegenwart eines Super-
oxid-Dismutase-Überschusses durchgeführt, die ermittelte Absorptionsveränderung bei 
550 nm wurde von dem zuvor ermittelten Wert ohne SOD subtrahiert, um so die O2-	-
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abhängige Reduktion von Cytochrom c (mit red. Cytc 550nm = 20 mM-1cm-1) errechnen zu kön-
nen. 
4.4.5 Bestimmung von Stickstoffmonoxid 
Die Produktion von NO durch die XDH wurde mit Hilfe des Chemilumineszenz NO Analyzers 
CLD AL ppt 770 (Eco-Physics) nach Rockel et al. (2002) untersucht. In 50 mM Tris/HCl 
pH 8,0; 1 mM EDTA wurden 0,2 mM Nitrit und 0,5 mM Xanthin vorinkubiert, um eine chemi-
sche NO-Bildung auszuschließen. Bis zu einem Gesamtvolumen von 1 ml wurde 50-1000 µg 
rekombinante XDH zugegeben und die NO-Produktion während 15 min verfolgt. Als Positiv-
Kontrolle wurde 10 mU Mais-Nitratreduktase (Sigma) zugegeben. 
4.4.6 In vitro-Sulfurierung der XDH durch ABA3 
Vor der eigentlichen Sulfurierung erfolgte ggf. eine Desulfurierung der rekombinanten XDH. 
Dazu wurden 10-500 µg Enzym in Gegenwart von 50 mM KCN für 1 h bei RT inkubiert und 
anschließend mittels PD10 in 50 mM Tris/HCl pH 8,0 umgepuffert und so von Cyanid und 
gebildetem Thiocyanat getrennt. 
Die in vitro-Sulfurierung erfolgte in einem Volumen von 200-400 µl in 50 mM Tris/HCl pH 8,0, 
wobei 10-60 µg partiell aktive oder inaktivierte XDH mit dem dreifachen Überschuss an 
ABA3 in Gegenwart von 1 mM L-Cystein für 1 h bei 30°C inkubiert wurden. Aliquots der so 
behandelten Enzyme wurden im nativen Gel oder spektrophotometrisch auf ihre Aktivität 
getestet. 
4.5 Kultur von A. thaliana 
Die in dieser Arbeit verwendeten Wildtypen A. thaliana L., cv. Columbia (Col-0) und Lands-
berg erecta (Le) sowie die aba3-Mutante A. thaliana L., cv. Le aba3.2 lagen bereits vor. Eine 
T-DNA getaggte XHD1 Mutante, die GABI-Kat Linie 049D04 wurde freundlicherweise von 
Bernd Weißhaar vom MPI für Züchtungsforschung in Köln zur Verfügung gestellt. Die SALK 
Linie 015081, eine T-DNA getaggte XDH2 Mutante, konnte über das Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre (NASC) bezogen werden. 
4.5.1 Pflanzenanzucht 
In gut durchnässter Aussaaterde wurden 20-100 A. thaliana-Samen in Pflanztöpfen ausge-
bracht. Die Töpfe wurden mit Frischhalte-Folie abgedeckt und nach einer 1-2 Tage dauern-
den Keimungsinduktion bei 4°C in einen Kulturschrank AR-36L Arabidopsis growth chamber 
(Percival Scientific) mit definierten Anzuchtbedingungen überführt. Die Kultivierung erfolgte 
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bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 75% und zunächst für ca. 2 Wochen unter Langtag-
bedingungen, d.h. 16 h Lichtphase bei 22°C und 8 h Dunkelphase bei 20°C. Sobald die jun-
gen Pflanzen ein kräftiges Rosettenstadium erreicht hatten, wurden die Bedingungen auf 9 h 
Lichtphase bei 22°C und 15 h Dunkelphase bei 20°C geändert. 
4.5.2 Sterilisation von A. thaliana-Samen 
Um A. thaliana-Samen in vitro auf MS-Medium zur Keimung zu bringen, müssen die Samen 
zunächst sterilisiert werden. Ca. 500 Samen wurden dazu in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß ge-
geben, mit 750 µl zimmerwarmem 70% EtOH überschichtet, gemischt und 2-3 min inkubiert. 
Sobald sich die Samen vollständig wieder am Boden abgesetzt hatten, wurde der EtOH ab-
gezogen, und zu den Samen wurden 750 µl 5% Na-Hypochloritlösung (NaOCl) mit 1/1000 
Volumen 10% Triton X-100 gegeben. Dieser Ansatz wurde für 5 min unter gelegentlichem 
Schütteln inkubiert und ein zweites Mal wiederholt. Um das NaOCl zu entfernen, wurden die 
Samen nun 5x mit jeweils 750 µl sterilem dest. H2O gewaschen und anschließend entweder 
sofort ausgebracht oder einige Tage in sterilem Wasser bei 4°C gelagert. 
4.6 Erzeugung transgener Pflanzen 
4.6.1 Vorbereitung von A. tumefaciens für indirekten Gentransfer 
Die Klonierung eines für die Transformation geeigneten T-DNA Vektors – in dieser Arbeit 
wurde der Binärvektor pBIN19 (Bevan, 1984) verwendet – erfolgte in E. coli. Anschließend 
wurden die fertiggestellten Vektoren direkt in den Agrobakterien Stamm C58C1 transformiert. 
Die Herstellung der kompetenten Agrobakterien und die Transformation erfolgten nach Höf-
gen u. Willmitzer (1988). 
Kontrolle der Transformation von A. tumefaciens 
Die erhaltenen Agrobakterien-Klone wurden vor der weiteren Verwendung überprüft, um 
DNA-Verluste auf Grund von Neu-Arrangements ausschließen zu können. Dazu wurde aus 
5 ml Übernachtkultur mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid-Kits von Macherey & Nagel Plas-
mid-DNA isoliert, in E. coli retransformiert und einer Restriktionskontrolle unterzogen. 
4.6.2 Vakuuminfiltration von A. thaliana (modifiziert nach Bechthold et al., 1993) 
Zunächst wurden die zur Transformation bestimmten Pflanzen im Alter von ca. 2 Wochen auf 
5-8 Pflanzen pro Topf vereinzelt. Nach weiteren 3 Wochen unter Kurztagsbedingungen wur-
den die Pflanzen dekapitiert und 2-5 Tage später transformiert. 
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Für die Vakuuminfiltration wurden 5 ml CPY (0,5 g/L MgSO4 x 7 H2O; 1 g/L Hefeextrakt; 5 g/L 
Caseinpepton; 5 g/L Saccharose; pH 7,0 mit NaOH) mit entsprechenden Antibiotika mit ei-
nem Agrobakterienklon beimpft und für 2 Tage bei 28°C geschüttelt. Mit 1 ml dieser Vorkultur 
wurde anschließend eine 400 ml CPY (+Antibiotika) Großkultur beimpft und für 24 h bei 28°C 
bis zu einer OD600nm = 0,8 geschüttelt. Die Agrobakterien wurden abzentrifugiert (4000 upm, 
15 min, RT), in 200 ml Infiltrations-Medium [1/2 MS (Murashige-Skoog, 1962) mit 50 g/L 
Saccharose; 0,5 g/L MES; 0,044 µM BAP; 0,05‰ Triton X-100; pH 5,7 mit KOH] aufgenom-
men und gründlich suspendiert. Anschließend wurde die Agrobakterien-Suspension in ein 
600 ml-Plastikbecherglas (Nalgene) überführt. Die zu transformierenden Pflanzen wurden 
kopfüber in das Becherglas mit der Agrobakterien-Suspension geklemmt, so dass sie gerade 
eben in die Suspension eintauchten. In einem Exsikkator wurde für 15 min bei der ersten, für 
10 min bei allen weiteren Pflanzen ein schwaches Vakuum von ca. 100 hPa angelegt, wo-
durch die Interzellularen der pflanzlichen Meristeme entgast werden. Anschließend wurde 
das Vakuum langsam aufgehoben. Durch den Druckausgleich wird die Agrobakterien-
Suspension in die Interzellularen der Pflanze gesaugt. 
Die Pflanzen wurden zum Abtropfen kurz auf Papier gelegt und anschließend über Nacht 
kopfüber in einem Petrischalenbeutel hängend bei RT mit den Bakterien cokultiviert. Zur 
Gewährleistung einer ausreichend feuchten Atmosphäre wurde etwas Wasser in den Beutel 
gefüllt. Am darauffolgenden Tag wurden die Pflanzen in einem Minigewächshaus in die Kli-
makammer zurückgestellt. Nach 1-2 Tagen wurden die Pflanzen aus dem Minigewächshaus 
herausgenommen und bis zur Samenreife (ca. 4 Wochen) unter Langtagbedingungen kulti-
viert. 
Selektion transgener Pflanzen 
Die Identifikation transgener Pflanzen erfolgt durch Selektion auf Kanamycin-Resistenz, die 
durch die Neomycin-Phosphotransferase vermittelt wird. Als Selektionsmedium diente ½ MS 
(Murashige-Skoog, 1962) mit 50 g/L Saccharose; 0,5 g/L MES; 8 g/L Agar und 37,5 mg/L 
Kanamycin. Wie unter 4.5.2 beschrieben sterilisierte Samen wurden nach dem letzten 
Waschschritt in 1 ml 0,15%iger steriler Agarose aufgenommen und gut gemischt. Pro Petri-
schale wurden ca. 200 Samen auf dem Selektionsmedium durch Auftropfen homogen ver-
teilt. Nach dem Trocknen der Platten wurden diese für 1-2 Tage bei 4°C inkubiert bevor die 
Pflanzen wie unter 4.5.1 beschrieben kultiviert wurden. 
Nicht-transgene Pflanzen bildeten Nekrosen aus und starben nach kurzer Zeit ab, während 
transgene, d.h. kanamycinresistente Pflanzen nach 10-12 Tagen 1-2 Folgeblattpaare ausge-
bildet hatten. Sie wurden auf ein Bewurzelungsmedium (entsprach dem Selektionsmedium 
mit 1,5% Agar) umgesetzt und nach weiteren 1-2 Wochen in Erde überführt. 
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4.6.3 Blattscheibentransformation von N. tabacum (nach Horsch et al., 1985) 
Als Empfängerorganismus dienten in dieser Arbeit in vitro Pflanzen von N. tabacum L., cv. 
„Gatersleben“, die auf MS-Medium (Murashige-Skoog, 1962) angezogen wurden. 
Die erforderlichen Agrobakterien wurden in CPY (siehe 4.6.2) mit Antibiotika für 2 Tage bei 
28°C angeschüttelt. In Petrischalen wurden 20 ml flüssiges MS-Medium mit 400 µl der Bak-
teriensuspension vermischt. Ca. 1 cm2 große Blattstücke der vorgesehenen in vitro Pflanzen 
wurden in die vorbereiteten Petrischalen überführt und für 2 Tage bei RT und gedämpftem 
Licht inkubiert. Anschließend wurden die Blattexplantate dreimal mit flüssigem MS gewa-
schen und auf festes Regenerationsmedium (MS mit 1 g/L Kaseinhydrolysat, 1 mg/L BAP 
und 0,1 mg/L NAA) mit 500 mg/L Claforan und 50 mg/L Kanamycin überführt. 
Regeneration 
Die Regeneration erfolgte in einem Pflanzenkulturraum bei 25°C und einem 14 h Hell- und 
10 h Dunkelrhythmus. Alle zwei Wochen wurden die Blattscheiben auf frisches Medium um-
gesetzt, da das zum Abtöten der Agrobakterien verwendete Claforan lichtempfindlich ist. Die 
nach 4-8 Wochen entstandenen Spross-Strukturen wurden auf Selektionsmedium ohne NAA 
umgesetzt. Bei einer Sprosslänge von ca. 1 cm wurde dieser von Blatt- und Kallusstücken 
getrennt und auf MS mit 1 g/L Kaseinhydrolysat überführt. Später wurden getestete transge-
ne Pflanzen zur Saatgutgewinnung in Erde überführt. 
4.6.4 Direkter Gentransfer mittels Partikelkanone 
Die Partikel-Kanone ermöglicht es, DNA-Konstrukte direkt in pflanzliche Zellen zu transpor-
tieren (Sanford, 1988). Hierbei wird die DNA an Goldpartikel von 0,5-2 µm Durchmesser ge-
bunden, die bei ausreichend starker Beschleunigung die Zellwand durchdringen und in den 
Kern gelangen können. Die transformierte DNA wird auch ohne stabile Integration für einige 
Tage exprimiert und kann als Reportergen-Produkt ca. 1-3 Tage nach Beschuss nachgewie-
sen werden. Neben dieser sogenannten transienten Genexpression besteht die Möglichkeit, 
dass die eingeschossene DNA ins Genom integriert und die Fremdgene stabil exprimiert 
werden. 
In dieser Arbeit wurde N. tabacum L., cv. „Gatersleben“ mit GFP-XDH Fusionskonstrukten 
transformiert, um anhand der transienten GFP-Expression die subzelluläre Lokalisierung der 
XDH zu untersuchen. Außerdem wurden mit dem Ziel der stabilen XDH-Expression Suspen-
sionskulturen von Z. mays L., cv. „Black Mexican Sweet” beschossen. 
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Vorbereitung des Pflanzenmaterials und Coating der Goldpartikel 
Die Mais-Suspensionszellen wurden auf 9 cm Rundfilterpapier ausplattiert und dieses auf 
festem MS-Medium mit 50 g/L Saccharose und 1 mg/L 2,4D ausgelegt. Blattscheiben mit 
5 cm Durchmesser von adulten Tabakblätter wurden mit der Unterseite nach oben auf mit 
MS-Medium angefeuchtetem Filterpapier aufgelegt. 
Das Beladen (Coating) der Goldpartikel mit DNA erfolgte – ausreichend für 6 Schuss – nach 
folgendem Protokoll: Drei mg Gold wurden in 100 µl 70% EtOH aufgenommen, 20 s gevor-
text und für 1 min auf Eis gestellt. Der Ansatz wurde danach für 1 min bei 4500 upm zentrifu-
giert, der Überstand abgenommen und das Pellet in 50 µl H2O resuspendiert. Nach 1 min 
wurde 15 s bei 500 upm ohne Bremse zentrifugiert, das Pellet in 50 µl 50% Glyzerin re-
suspendiert und 10 s ultrabeschallt. Der Ansatz wurde auf Eis gestellt und 5-10 µg DNA in 
maximal 7 µl wurden zugegeben, mit der Pipettenspitze gemischt und für 5 min auf Eis be-
lassen. Nach Zugabe von 50 µl 2,5 M CaCl2 wurde vorsichtig gemischt, bevor nach einer 
weiteren Minute 20 µl 0,1 M Spermidin zugefügt wurde und man die Partikel auf Eis 5 min 
absinken ließ. Es wurde 15 s bei 500 upm ohne Bremse zentrifugiert und das Pellet in 100 µl 
70% EtOH aufgenommen. Nach zweimaligem Waschen mit 50 µl 96% EtOH wurden die in 
35 µl 96% EtOH aufgenommenen Partikel im Wasserbad für 2-3 s ultrabeschallt. Mit je 5 µl 
des Coatingansatzes wurden die Makrocarrier („flying discs“) beladen und 5 min unter der 
Sterilwerkbank getrocknet. 
Transformation 
Für die Transformation wurden in der Partikelkanone die Makrocarrier mit der DNA nach un-
ten in einem Abstand von 2 cm unter der Gas-Austrittsöffnung platziert. Durch Platzen der 
dort befindlichen Berstscheiben beschleunigt der entweichende Heliumdruck den Makrocar-
rier, bis er am Fangnetz abgestoppt wird. Die mit DNA beladenen Partikel lösen sich vom 
Makrocarrier und treffen auf das sich unter ihnen befindende Pflanzenmaterial. Durch die 
Anzahl der Berstscheiben wurde der eingesetzte Druck von 700-1300 psi variiert. 
Selektion und Analyse 
Vier Tage nach der Transformation wurden die Filterpapiere mit den Suspensionszellen auf 
MS-Medium mit steigender Kanamycin-Konzentration von 250-1000 mg/L gelegt. Resistente 
und damit wahrscheinlich transgene Zellen wurden regelmäßig auf frisches Medium mit Ka-
namycin überführt und nach 3 Monaten im XDH-Aktivitätsgel getestet. 
Die Analyse der mit GFP-Konstrukten beschossenen Tabak-Blätter erfolgte nach 2-3 Tagen 
am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop. 
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4.7 Arbeiten mit P. pastoris 
Die einzellige Hefe P. pastoris diente in dieser Arbeit als eukaryotisches Expressionssystem. 
P. pastoris ist als methylotrophe Hefe in der Lage, Methanol als einzige Kohlenstoffquelle zu 
nutzen. Dabei macht das Enzym AOX1, welches Methanol unter Sauerstoffverbrauch zu 
Formaldehyd oxidiert, bis zu 30% aller löslichen Proteine in der Zelle aus. Der entsprechend 
starke und Methanol-induzierbare Promotor der AOX1 wird für die Fremdgenexpression in 
P. pastoris in Form des pPICZ-Vektor Systems (Invitrogen) genutzt. 
4.7.1 Transformation von P. pastoris 
Da der pPICZ-Vektor in P. pastoris nicht replizierbar ist, wurden alle Klonierungsarbeiten in 
E. coli durchgeführt. Bei der Selektion mit dem Antibiotikum ZeocinTM (Invitrogen) wurde 
Niedrigsalz-LB mit 5 g/L NaCl eingesetzt. Um die stabile Integration des Vektors ins Genom 
der Hefe zu ermöglichen, muss das pPICZ-Konstrukt vor der Transformation im Bereich des 
AOX1-Promotors linearisiert werden. In der Regel kommt es durch homologe Rekombination 
mit einem single-crossover zu einer Integration der rekombinanten DNA im 5'-Bereich des 
AOX1-Gens. 
Die Transformation von 5-10 µg linearisierter DNA in P. pastoris erfolgte mittels Elek-
troporation entsprechend den Angaben im EasySelect Pichia Expressions Kit von Invitrogen. 
Anschließend wurden je 10, 50 und 100 µl des Transformationsansatztes auf YPDS (1% 
Hefeextrakt; 2% Pepton; 2% Glucose; 1 M Sorbitol; 2% Agar) mit 100 µg/ml Zeocin ausplat-
tiert und 3 Tage bei 30°C inkubiert. Zeocin-resistente Kolonien wurden mittels PCR auf Vor-
handensein des entsprechenden Fremdgenes untersucht. 
Um Linien mit mehrfacher Integration des gewünschten Genes zu erhalten, wurden bereits 
erfolgreich transformierte Zellen ein zweites Mal elektroporiert. Der Transformationsansatz 
wurde auf YPDS-Platten mit steigender Zeocin-Konzentration von 500, 1000 und 2000 µg/L 
ausplattiert, und die nach 3 Tagen entstandenen Kolonien auf Fremdgenexpression getestet. 
4.7.2 Expression im Schüttelkolben 
Mehrere positive Transformanten wurden zunächst in kleinen Expressionskulturen getestet. 
25 ml BMGY (1% Hefeextrakt; 2% Pepton; 100 mM KPi pH 6,0; 1,34% YNB ohne Aminosäu-
ren; 0,04‰ Biotin; 1% Glyzerin) mit 100 µg/ml Zeocin wurden mit Zellmaterial der auf YPD 
(1% Hefeextrakt; 2% Pepton; 2% Glucose; 2% Agar) kultivierten Klone inokuliert und in 
250 ml Schikane-Kolben bis zu einer OD600 von 2-6 kultiviert (30°C, 200 upm). Zur Induktion 
und weiteren Kultivierung wurden die Zellen bei 1000 g für 5 min abzentrifugiert und in 10 ml 
BMMY (entspricht BMGY ohne Glyzerin, jedoch mit 0,5% MeOH) mit 0,3 mM Na-Molybdat 
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resuspendiert. Die Kultur erfolgte weiterhin bei 30°C und 200 upm. Zur Überprüfung der Ex-
pression wurden in definierten Zeitabständen Proben entnommen und getestet. 
Der Klon mit höchster XDH-Aktivität wurde für die Expression im größeren Ansatz ausge-
wählt. Die Zellen wurden in 250 ml BMGY in einem 1 L Schikanekolben für 20 h angezogen, 
abzentrifugiert und in 50 ml BMMY resuspendiert. Nach weiteren 10 h Kultur wurden die Zel-
len durch Zentrifugation bei 1500 g für 5 min geerntet, in Lysis-Puffer (50 mM NaPi pH 7,4; 
0,5 mM EDTA; 200 mM NaCl; 0,2 mM PMSF; 5% Glyzerin) resuspendiert und bis zur Aufar-
beitung bei –70°C gelagert. 
4.7.3 Bestimmung von Wachstumsparametern 
Im unteren Zelldichtebereich wurde die optische Dichte bei 600 nm als Maß für die Biomas-
sekonzentration herangezogen, da sie bis zu einer OD600 von 25 linear mit dem Frischge-
wicht korreliert. Zur Bestimmung des Frischgewichts wurden 3 x 1,5 ml der jeweiligen 
P. pastoris-Kultur in vorgewogene 1,5 ml Reaktionsgefäße pipettiert und die Zellen bei 
4000 g für 2 min abzentrifugiert. Für die Bestimmung des Trockengewichts wurden 10 ml 
einer Kultur bei 3400 g für 5 min in vorgewogenen 15 ml Schraubdeckelröhrchen abzentrifu-
giert, der Überstand wurde dekantiert und die Röhrchen wurden bei 60°C für 24 h getrock-
net. Anschließend wurde die Biotrockenmasse gravimetrisch bestimmt. 
Die Bestimmung des Glyzeringehaltes in der P. pastoris-Kultur erfolgte mit Hilfe des Glyzerin 
UV-Test von R-Biopharm. Die Mediumüberstände aus der Frischgewichtsbestimmung wur-
den 1:100 verdünnt eingesetzt und der Glyzeringehalt in g/L berechnet. 
Die spezifische Wachstumsrate µ in h-1 errechnet sich mit der Zelldichte Cx in kg m-3 und der 
Zeit t in Stunden nach folgender Formel: 
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4.7.4 Fermentation von P. pastoris 
Vorbereitung und erste Phase der Fermentation 
Für die Kultivierung von P. pastoris wurde ein 10 L Biostat Bioreaktor der Firma B. Braun 
verwendet. Das verwendete Medium YPG sowie 5 ml Ucolub Antischaummittel wurde nach 
Kalibrierung der pH-Elektrode eingefüllt und mit dem Fermenter sterilisiert. Anschließend 
wurde die Zugabeflasche für 10% NaOH steril angeschlossen und die Drehzahl auf 
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500 upm, die Temperatur auf 30°C und die Belüftung auf 0,5 L/L min Sauerstoff eingestellt. 
Die Sauerstoffelektrode wurde auf 100% Sauerstoffsättigung kalibriert und der Reaktor mit 
5% Inokulum beimpft. Sofort nach dem Animpfen sowie alle 4 h während der gesamten Fer-
mentation wurde eine Probe (50 ml) genommen. 
Der erste Teil der Fermentation bestand in allen Fällen aus der Biomassebildung durch 
Wachstum auf Glyzerin. Der pH-Wert wurde durch automatische Laugen-Zugabe auf 6,0 
eingestellt. Der Anstieg der Gelöstsauerstoffkonzentration (dO2) signalisiert den völligen 
Verbrauch des vorgelegten Glyzerins und das Ende der ersten Fermentationsphase. 
Induktion der Fremdgenexpression 
Zur Induktion der Fremdgenexpression wurden die Zellen auf Methanolverwertung adaptiert. 
Eine Zugabeflasche mit 100% Methanol, 4 ml/L Spurenelemente PTM4 und 3 mM NaMolyb-
dat wurde steril angeschlossen. Methanol wurde automatisch gesteuert in Intervallen zuge-
führt. Der Zulauf betrug 1 ml/L h während der ersten beiden Stunden, wurde dann alle 
30 min um 10% erhöht, bis 3 ml/L h erreicht waren. Diese Zugabe wurde bis zum Ende der 
Fermentation beibehalten. Nach 
70 Stunden auf Methanol erfolgte die Ernte der Kultur. 
Eine andere Methode der Adaption an Methanolverwertung ist die gleichzeitige Zufuhr von 
Glyzerin und Methanol während der Induktion („mixed feed“). Dazu wurde zusätzlich eine 
Zugabeflasche mit 50% Glyzerin, 4 ml/L Spurenelemente PTM4 und 3 mM NaMolybdat steril 
angeschlossen. Während der ersten beiden Stunden betrug die Zufuhr 20 ml/L h. Die Glyze-
rinfütterung wurde dann stündlich verringert von 10 ml/L h über 7,5 ml/L h bis auf 5 ml/L h, 
während gleichzeitig die Methanolzufuhr mit 1 ml/L h gestartet und wie oben beschrieben auf 
3 ml/L h gesteigert wurde. 
Die Ernte der Kultur erfolge in beiden Fällen durch Zentrifugation bei 2000 upm für 7 min bei 
4°C im Ausschwingrotor in einer Heraeus Cryofuge 5500i. Das Zellpellet wurde in Lysis-
Puffer resuspendiert und bis zur Aufarbeitung bei –70°C gelagert. 
Spurenelementlösung PTM4: 
 2,00 g/L CuSO4 x 5H2O 
 0,08 g/L KI 
 3,00 g/L MnSO4 x H2O 
 0,20 g/L Na2MoO4 x 2H2O 
 0,02 g/L H3BO3 
 0,50 g/L CaSO4 x 2H2O 
 0,80 g/L CoCl2 x 6H2O 
 7,00 g/L ZnCl2 
 22,0 g/L FeSO4 x 7H2O 
 0,20 g/L Biotin 
 1,0 ml/L conc. H2SO4 
Medium YPG: 
 10,0 g/L Hefeextrakt 
 20,0 g/L Pepton 
 10,0 ml/L Glyzerin 
 0,4 mg/L Biotin 
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4.7.5 Proteinextraktion aus P. pastoris 
Für den Zellaufschluss von P. pastoris kamen je nach Zellmenge unterschiedliche Methoden 
zum Einsatz. Bei Volumina bis zu 5 ml wurden die aufgetauten und in Lysis-Puffer resuspen-
dierten Zellen mit dem gleichen Volumen Säure-gewaschener Glasperlen (Sigma) versetzt 
und für insgesamt 30 min gevortext. Hierbei wurden die Zellen in Intervallen von je 30 s ab-
wechselnd gevortext und auf Eis gelagert. Die Glasperlen wurden während 5 min bei 4000 g 
abzentrifugiert und der Überstand durch eine weitere Zentrifugation bei 35000 g für 30 min 
bei 4°C geklärt.Im Regelfall wurden die Zellen mittels drei Passagen durch eine French 
Press Zelle mit 1400 psi Druck aufgebrochen und anschließend wie oben beschrieben zentri-
fugiert. Große Zellvolumina von 0,5-1 L wurde mit Hilfe einer DYNO-Mill Rührwerkskugel-
mühle (Willy A. Bachofen AG) aufgearbeitet. Ein 0,6 L Mahlbehälter wurde nach Angaben 
des Herstellers zur Hälfte mit Glasperlen (0,75 mm Durchmesser) gefüllt und die resuspen-
dierten Zellen wurden über eine externe Förderpumpe kontinuierlich zugeführt. Nach ca. drei 
Mahlgängen wurden die Zellreste abzentrifugiert. 
In jedem Fall wurde das rekombinante Protein anschließend über den C-terminalen His-tag 
mittels Ni-NTA-Matrix aufgereinigt (siehe 4.3.1). 
4.7.6 Expression der AAO1 in P. pastoris 
Die rekombinante Überexpression der Aldehydoxidase AAO1 aus A. thaliana in P. pastoris 
erfolgte nach Koiwai et al. (2000) und Bittner et al. (2001). 
4.8 Peroxisomenisolation 
Die Peroxisomenisolation aus Blättern von N. tabacum erfolgte nach einem modifizierten 
Protokoll von Yu u. Huang (1986). Vor Beginn der eigentlichen Präparation wurden die erfor-
derlichen Percollgradienten in 40 ml Zentrifugenröhren (Nalgene) aufgeschichtet. Die einzel-
nen Lösungen setzten sich aus Percoll unterschiedlicher Konzentration und 1x Gradienten-
puffer (250 mM Saccharose; 10 mM MOPS pH 7,2; 0,2% BSA) zusammen. Zunächst wur-
den 10 ml der 45%igen Percollstufe mit 5 ml der 60%igen Percollstufe unterschichtet. Dann 
wurde mit jeweils 7 ml der 27%igen und der 21%igen Percollstufe überschichtet. Die beiden 
letzten Konzentrationen enthielten zusätzlich 0,75% Propandiol. 
Alle weiteren Arbeiten erfolgten bei 4°C bzw. auf Eis. Als Ausgangsmaterial dienten 50 g 
vollentwickelte Blätter ohne Mittelrippe. Diese wurden in Bechergläsern mit halbgefrorenem 
Aufschlussmedium (350 mM Mannitol; 30 mM MOPS pH 7,2; 1 mM EDTA; 0,2% BSA; 0,6% 
PVP-40; 4 mM Cystein) bedeckt und wenige Sekunden mit einem Mixer zerkleinert. Das er-
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haltene Homogenat wurde durch Miracloth (Calbiochem) direkt in 500 ml Zentrifugenbecher 
filtriert und für 1 min bei 3000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde in neue Zentrifugenröhr-
chen überführt und für 18 min bei 13700 g zentrifugiert, um Mitochondrien und Peroxisomen 
zu sedimentieren. 
Das Sediment wurde mit einem weichen Pinsel in 50 ml Waschmedium A (300 mM Mannitol, 
20 mM MOPS pH 7,2; 1 mM EDTA; 0,2% BSA) resuspendiert und für 5 min bei 26000 g 
zentrifugiert. Anschließend das Sediment erneut in ca. 1 ml Waschmedium A resuspendie-
ren. Die so entstandene Suspension wurde auf die Percollgradienten verteilt und bei 13300 g 
für 12 min ohne Bremse zentrifugiert. 
Nach der Zentrifugation wurden die beiden oberen Gradientenstufen abgenommen und ver-
worfen. Die Peroxisomen befanden sich knapp ober- und unterhalb der Phasengrenze zwi-
schen der 60- und 45% Stufe. Mit einer Gilson-Pipette wurden diese Fraktionen abgenom-
men, in 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt und durch eine Zentrifugation für 20 min bei 
8000 g ankonzentriert. Die gereinigten Peroxisomen wurden sofort weiterverwendet bzw. für 
kurze Zeit auf Eis gelagert. 
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6 Anhang 
6.1 Primer 
Tab. 6-1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primer 
Primer- 
Bezeichnung 
Sequenz (5’ – 3’) Verwendung 
 
 Klonierung AtXDH2 cDNA 
XDH2_5’XhoI CAG TTA CTC GAG TGG GTT CAG TGA 5’ XhoI -Schnittstelle 
XDH2_3’XhoI GAC AAA CTC GAG TGA TCC ATC TTT CTC CCC 3’ XhoI-Schnittstelle 
XDH2_2047+ TTA TTT GCT CGA GAC GTG GTC ACG TGT XhoI-Schnittstelle an Pos. 2020 
 
 Klonierung AtXDH1 in pTrcHis 
XDH1 NheI Start ATA TAT GCT AGC ATG GGT TCA ACT GAA AAA GGA 
CGG C 
5’ NheI -Schnittstelle 
XDH1 BamHI Stop  ATA TAT GGA TCC TCA AAC ACT AAG ATT AGG GTA 
GAA ATC TGA 
3’ BamHI-Schnittstelle 
 
 Klonierung AtXDH1 in pPICZA 
XDH1 KpnI Start ATA TAT GGT ACC ATG GGT TCA ACT GAA AAA GGA 
CGG C 
5’ KpnI -Schnittstelle 
XDH1 ApaI-Stop ATA TAT GGG CCC AAC ACT AAG ATT AGG GTA GAA 
ATC TGA 
3’ ApaI-Schnittstelle 
 
 Klonierung AtXDH1 in pBSGFP 
XDH1 BamHI Start ATA TAT GGA TCC ATG GGT TCA ACT GAA AAA GGA 
CGG C 
5’ BamHI-Schnittstelle 
XDH1 BamHI Stop ATA TAT GGA TCC TCA AAC ACT AAG ATT AGG GTA 
GAA ATC TGA 
3’ BamHI-Schnittstelle 
XDH1 BamHI-Stop ATA TAT GGA TCC AAC ACT AAG ATT AGG GTA GAA 
ATC TGA 
3’ BamHI-Schnittstelle vor Stop 
 
 Promotor-GUS-Konstrukte 
XDH1 Prom ATGre TAT ATA CCA TGG TCA AAT TGA GAG AAA ACT CGA 
TTG G 
XDH1 Prom 2000 ATA TAT GAA TTC CAA AGG TTG CTC AAG TTG CTG 
CAA CGG 
Klonierung eines 2 kb Fragmentes 
aufwärts vom ATG der AtXDH1 
XDH2 Prom EcoRI ATA TCG GAA TTC TCG TAT AGG TGC CCA CAA G 
XDH2 Prom NcoI CTG CTC CAT GGT CAC TGA ACC CAG ACG AAT 
Klonierung eines 2 kb Fragmentes 
aufwärts vom ATG der AtXDH2 
 
 semiquantitative RT-PCR 
RT_XDH1 for CAC ATT TAC TGA GCT AGT A 
RT_XDH1 rev GTT TCC CCT CTG ATG ATG TTC 
693 bp-Fragment XDH1-cDNA 
RT_XDH2 for TCT TCT CAA GGG TAA TCC A 
RT_XDH2 rev TTC TCC CCT CTA TTA AAG TTT 
279 bp-Fragment XDH2-cDNA 
 
 Inverse PCR 
LB_TDNA_pAC ATA TTG ACC ATC ATA CTC ATT GC 
LB_rev1 GGG TTC TTA TAG GGT TTC GCT C 
flankierende Bereiche der linken 
Grenze AtXDH1-ko 
pROK2_HIII LB CTC TAA CCA TCT GTG GGT TAG C 
pROK2_Bgl LB GTG TTT GAC AGG ATA TAT TGG CGG 
flankierende Bereiche der linken 
Grenze AtXDH2-ko 
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6.2 Sequenzen 
6.2.1 Sequenz der AtXDH1-cDNA (GenBank Accession: AY171562) 
Länge der AtXDH1-cDNA: 4087 bp; translatiert von 1 bis 4087. 
 
 M   G   S   L   K   K   D   G   E   I   G   D   E   F   T   E   A   L    
 ATG GGT TCA CTG AAA AAG GAC GGC GAG ATC GGA GAT GAG TTT ACG GAG GCG TTA  
           9          18          27          36          45          54  
 
 L   Y   V   N   G   V   R   R   V   L   P   D   G   L   A   H   M   T   L   L    
 CTG TAC GTT AAC GGC GTT CGT AGA GTC TTG CCT GAT GGA TTG GCT CAT ATG ACA CTT CTC  
          63          72          81          90          99         108        
 
 E   Y   L   R   D   L   G   L   T   G   T   K   L   G   C   G   E   G   G   C    
 GAA TAT CTC AGA GAT TTA GGA TTG ACC GGT ACA AAG CTG GGA TGC GGC GAA GGT GGT TGT  
         123         132         141         150         159         168        
 
 G   A   C   T   V   M   V   S   S   Y   D   R   K   S   K   T   S   V   H   Y    
 GGG GCT TGC ACG GTG ATG GTG TCT AGT TAT GAC AGG AAG TCA AAG ACC TCT GTG CAT TAT  
         183         192         201         210         219         228        
 
 A   V   N   A   C   L   A   P   L   Y   S   V   E   G   M   H   V   I   S   I    
 GCT GTC AAC GCT TGC CTA GCA CCT CTC TAT TCT GTA GAA GGG ATG CAT GTA ATA TCC ATT  
         243         252         261         270         279         288        
 
 E   G   L   G   H   R   K   L   G   L   H   P   V   Q   E   S   L   A   S   S    
 GAG GGA CTT GGG CAT CGC AAA CTT GGC TTG CAC CCT GTC CAG GAG TCT TTG GCA TCT TCC  
         303         312         321         330         339         348        
 
 H   G   S   Q   C   G   F   C   T   P   G   F   I   M   S   M   Y   S   L   L    
 CAT GGT TCC CAA TGT GGG TTT TGT ACT CCC GGG TTT ATC ATG TCC ATG TAT TCG TTG TTG  
         363         372         381         390         399         408        
 
 R   S   S   K   N   S   P   S   E   E   E   I   E   E   C   L   A   G   N   L    
 AGG TCA AGT AAA AAC TCA CCT TCT GAG GAG GAG ATT GAA GAA TGT CTT GCA GGA AAT CTA  
         423         432         441         450         459         468        
 
 C   R   C   T   G   Y   R   P   I   V   D   A   F   R   V   F   A   K   S   D    
 TGT CGT TGT ACT GGT TAT CGA CCC ATT GTT GAT GCG TTT CGG GTT TTT GCA AAA TCT GAT  
         483         492         501         510         519         528        
 
 D   A   L   Y   C   G   V   S   S   L   S   L   Q   D   G   S   T   I   C   P    
 GAT GCT CTC TAC TGT GGT GTA TCT TCA CTT AGC CTT CAA GAT GGT TCT ACT ATT TGC CCA  
         543         552         561         570         579         588        
 
 S   T   G   K   P   C   S   C   G   S   K   T   T   N   E   V   A   S   C   N    
 TCT ACT GGC AAA CCT TGC TCT TGT GGA TCA AAA ACA ACA AAT GAA GTT GCC AGT TGT AAT  
         603         612         621         630         639         648        
 
 E   D   R   F   Q   S   I   S   Y   S   D   I   D   G   A   K   Y   T   D   K    
 GAA GAT AGA TTT CAG TCA ATC TCT TAT AGT GAT ATA GAT GGA GCT AAG TAT ACA GAT AAG  
         663         672         681         690         699         708        
 
 E   L   I   F   P   P   E   L   L   L   R   K   L   T   P   L   K   L   R   G    
 GAG CTT ATT TTC CCC CCT GAA CTT TTG CTG AGG AAG TTA ACT CCC TTA AAG TTA AGG GGA  
         723         732         741         750         759         768        
 
 N   G   G   I   T   W   Y   R   P   V   C   L   Q   N   L   L   E   L   K   A    
 AAT GGG GGG ATT ACC TGG TAT AGA CCC GTA TGT CTT CAG AAC TTG CTT GAG CTC AAA GCA  
         783         792         801         810         819         828        
 
 N   Y   P   D   A   K   L   L   V   G   N   T   E   V   G   I   E   M   R   L    
 AAT TAT CCT GAT GCA AAA CTA CTG GTA GGT AAT ACA GAG GTG GGA ATC GAA ATG AGA TTG  
         843         852         861         870         879         888        
 
K   R   L   Q   Y   Q   V   L   I   S   V   A   Q   V   P   E   L   N   A   L    
 AAG AGG TTA CAG TAT CAG GTG CTG ATC TCT GTT GCT CAA GTC CCA GAA CTC AAC GCA TTG  
         903         912         921         930         939         948        
 
 N   V   N   D   N   G   I   E   V   G   S   A   L   R   L   S   E   L   L   R    
 AAT GTC AAT GAC AAT GGG ATA GAG GTT GGT TCA GCT TTG AGA CTT TCT GAA CTC CTG AGG  
         963         972         981         990         999        1008        
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 L   F   R   K   I   V   K   E   R   P   A   H   E   T   S   A   C   K   A   F    
 TTA TTC AGG AAG ATA GTA AAG GAG CGT CCT GCA CAT GAA ACA TCA GCA TGC AAG GCT TTT  
        1023        1032        1041        1050        1059        1068        
 
 I   E   Q   L   K   W   F   A   G   T   Q   I   R   N   V   A   C   I   G   G    
 ATC GAA CAG CTG AAG TGG TTT GCT GGG ACA CAA ATA AGA AAT GTT GCT TGC ATT GGT GGA  
        1083        1092        1101        1110        1119        1128        
 
 N   I   C   T   A   S   P   I   S   D   L   N   P   L   W   M   A   S   R   A    
 AAC ATC TGT ACA GCT AGT CCA ATA TCT GAT TTA AAT CCT CTT TGG ATG GCT TCA AGA GCA  
        1143        1152        1161        1170        1179        1188        
 
 E   F   R   I   T   N   C   N   G   D   V   R   S   I   P   A   K   D   F   F    
 GAG TTT CGG ATA ACC AAC TGC AAT GGA GAT GTT AGG TCT ATA CCT GCA AAA GAT TTC TTC  
        1203        1212        1221        1230        1239        1248        
 
 L   G   Y   R   K   V   D   M   G   S   N   E   I   L   L   S   V   F   L   P    
 CTC GGT TAT CGT AAA GTG GAT ATG GGG AGC AAC GAG ATC TTG TTG TCG GTA TTC CTT CCA  
        1263        1272        1281        1290        1299        1308        
 
 W   T   R   P   L   E   Y   V   K   E   F   K   Q   A   H   R   R   D   D   D    
 TGG ACA AGA CCC TTA GAG TAT GTG AAA GAA TTT AAG CAG GCC CAT CGC AGG GAT GAT GAT  
        1323        1332        1341        1350        1359        1368        
 
 I   A   I   V   N   G   G   M   R   V   F   L   E   D   K   G   Q   Q   L   F    
 ATA GCT ATT GTC AAT GGT GGA ATG CGT GTG TTT CTT GAA GAC AAG GGT CAA CAA TTG TTC  
        1383        1392        1401        1410        1419        1428        
 
 V   S   D   A   S   I   A   Y   G   G   V   A   P   L   S   L   C   A   R   K    
 GTT TCT GAT GCA TCC ATT GCT TAT GGA GGT GTG GCT CCT CTT TCT TTG TGT GCG AGA AAG  
        1443        1452        1461        1470        1479        1488        
 
 T   E   E   F   L   I   G   K   N   W   N   K   D   L   L   Q   D   A   L   K    
 ACT GAA GAG TTT CTA ATT GGA AAG AAT TGG AAT AAA GAT CTT CTG CAG GAT GCG CTT AAG  
        1503        1512        1521        1530        1539        1548        
 
 V   I   Q   S   D   V   V   I   K   E   D   A   P   G   G   M   V   E   F   R    
 GTC ATA CAG AGC GAT GTC GTG ATT AAG GAA GAT GCT CCT GGG GGA ATG GTG GAG TTT CGG  
        1563        1572        1581        1590        1599        1608        
 
 K   S   L   T   L   S   F   F   F   K   F   F   L   W   V   S   H   N   V   N    
 AAA TCT CTA ACC CTA AGC TTC TTC TTT AAA TTT TTC TTA TGG GTT TCT CAT AAT GTC AAT  
        1623        1632        1641        1650        1659        1668        
 
 N   A   N   S   A   I   E   T   F   P   P   S   H   M   S   A   V   Q   P   V    
 AAT GCA AAT TCT GCG ATA GAG ACC TTC CCA CCC TCC CAT ATG TCA GCT GTG CAA CCT GTT  
        1683        1692        1701        1710        1719        1728        
 
 P   R   L   S   R   I   G   K   Q   D   Y   E   T   V   K   Q   G   T   S   V    
 CCT CGG TTA TCT AGA ATT GGA AAA CAA GAC TAT GAG ACA GTA AAG CAG GGA ACA TCT GTT  
        1743        1752        1761        1770        1779        1788        
 
 G   S   S   E   V   H   L   S   A   R   M   Q   V   T   G   E   A   E   Y   T    
 GGC TCG TCG GAG GTG CAT CTT TCA GCG AGA ATG CAG GTC ACA GGG GAA GCG GAA TAT ACT  
        1803        1812        1821        1830        1839        1848        
 
 D   D   T   P   V   P   P   N   T   L   H   A   A   F   V   L   S   K   V   P    
 GAT GAT ACT CCA GTA CCT CCT AAT ACC TTA CAT GCT GCC TTT GTG CTA AGC AAA GTG CCA  
        1863        1872        1881        1890        1899        1908        
 
H   A   R   I   L   S   I   D   D   S   A   A   K   S   S   S   G   F   V   G    
 CAT GCC CGC ATC CTT TCA ATC GAT GAT TCG GCA GCC AAA TCT TCA TCT GGT TTT GTT GGT  
        1923        1932        1941        1950        1959        1968        
 
 L   F   L   A   K   D   I   P   G   D   N   M   I   G   P   I   V   P   D   E    
 CTG TTT CTT GCC AAA GAT ATT CCT GGG GAT AAT ATG ATT GGA CCA ATT GTT CCC GAC GAA  
        1983        1992        2001        2010        2019        2028        
 
 E   L   F   A   T   D   V   V   T   C   V   G   Q   V   I   G   V   V   V   A    
 GAA TTA TTT GCT ACA GAT GTG GTC ACG TGT GTG GGA CAA GTC ATT GGT GTG GTC GTC GCG  
        2043        2052        2061        2070        2079        2088        
 
 D   T   H   E   N   A   K   T   A   A   G   K   V   D   V   R   Y   E   E   L    
 GAT ACA CAT GAA AAT GCA AAA ACT GCA GCA GGA AAA GTT GAC GTT AGG TAT GAG GAA CTA  
        2103        2112        2121        2130        2139        2148        
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 P   A   I   L   S   I   K   E   A   I   N   A   K   S   F   H   P   N   T   E    
 CCA GCA ATA TTA TCA ATC AAG GAG GCT ATT AAT GCT AAA AGT TTC CAT CCG AAC ACA GAG  
        2163        2172        2181        2190        2199        2208        
 
 K   R   L   R   K   G   D   V   E   L   C   F   Q   S   G   Q   C   D   R   V    
 AAA AGG CTA AGA AAA GGG GAT GTC GAG CTG TGT TTT CAA TCT GGT CAG TGT GAC AGG GTA  
        2223        2232        2241        2250        2259        2268        
 
 I   E   G   E   V   Q   M   G   G   Q   E   H   F   Y   L   E   P   N   G   S    
 ATA GAG GGA GAG GTT CAA ATG GGT GGT CAG GAA CAC TTC TAC TTG GAG CCT AAT GGT AGT  
        2283        2292        2301        2310        2319        2328        
 
 L   V   W   T   V   D   G   G   S   E   V   H   M   I   S   S   T   Q   A   P    
 TTG GTT TGG ACA GTA GAT GGG GGC AGC GAA GTT CAT ATG ATT TCA TCC ACA CAG GCT CCT  
        2343        2352        2361        2370        2379        2388        
 
 Q   K   H   Q   K   Y   V   S   H   V   L   G   L   P   M   S   K   V   V   C    
 CAA AAG CAC CAG AAA TAT GTG TCG CAT GTT CTT GGT CTT CCG ATG TCT AAA GTG GTA TGC  
        2403        2412        2421        2430        2439        2448        
 
 K   T   K   R   I   G   G   G   F   G   G   K   E   T   R   S   A   F   I   A    
 AAA ACC AAA CGA ATT GGT GGT GGC TTT GGT GGT AAA GAA ACA AGA TCA GCT TTC ATT GCT  
        2463        2472        2481        2490        2499        2508        
 
 A   A   A   S   V   P   S   Y   L   L   N   R   P   V   K   L   I   L   D   R    
 GCG GCA GCT TCT GTT CCT TCC TAC CTA TTG AAT CGA CCT GTG AAA CTC ATA CTG GAC CGA  
        2523        2532        2541        2550        2559        2568        
 
 D   V   D   M   M   I   T   G   H   R   H   S   F   L   G   K   Y   K   V   G    
 GAT GTG GAC ATG ATG ATA ACT GGT CAT CGT CAT AGT TTT CTT GGA AAG TAC AAG GTT GGA  
        2583        2592        2601        2610        2619        2628        
 
 F   T   N   E   G   K   I   L   A   L   D   L   E   I   Y   N   N   G   G   N    
 TTT ACG AAC GAA GGA AAA ATA TTG GCG TTG GAC CTT GAA ATT TAC AAC AAT GGT GGC AAC  
        2643        2652        2661        2670        2679        2688        
 
 S   L   D   L   S   L   S   V   L   E   R   A   M   F   H   S   D   N   V   Y    
 TCT TTG GAT CTC TCC CTT TCT GTT CTT GAA CGT GCC ATG TTT CAC TCG GAT AAC GTT TAT  
        2703        2712        2721        2730        2739        2748        
 
 E   I   P   H   V   R   I   V   G   N   V   C   F   T   N   F   P   S   N   T    
 GAG ATC CCG CAT GTA AGG ATT GTT GGG AAT GTT TGC TTT ACT AAT TTT CCT AGC AAC ACT  
        2763        2772        2781        2790        2799        2808        
 
 A   F   R   G   F   G   G   P   Q   G   M   L   I   T   E   N   W   I   Q   R    
 GCT TTC CGA GGG TTT GGA GGC CCC CAA GGT ATG CTT ATA ACT GAA AAC TGG ATT CAA AGA  
        2823        2832        2841        2850        2859        2868        
 
 I   A   A   E   L   N   K   S   P   E   E   I   K   E   M   N   F   Q   V   E    
 ATC GCA GCT GAG CTT AAT AAA AGC CCT GAA GAA ATC AAA GAG ATG AAC TTT CAA GTG GAA  
        2883        2892        2901        2910        2919        2928        
 
 G   S   V   T   H   Y   C   Q   T   L   Q   H   C   T   L   H   Q   L   W   K    
 GGA TCA GTC ACC CAT TAC TGT CAG ACT CTT CAG CAC TGC ACA TTG CAT CAG CTC TGG AAA  
        2943        2952        2961        2970        2979        2988        
 
 E   L   K   V   S   C   N   F   L   K   A   R   R   E   A   D   E   F   N   S    
 GAG CTG AAA GTA TCG TGC AAC TTC TTA AAG GCC CGC AGA GAA GCT GAC GAA TTT AAT AGT  
        3003        3012        3021        3030        3039        3048        
 
 H   N   R   W   K   K   R   G   V   A   M   V   P   T   K   F   G   I   S   F    
 CAT AAT CGG TGG AAA AAG CGT GGT GTA GCT ATG GTT CCC ACA AAA TTT GGC ATA TCA TTT  
        3063        3072        3081        3090        3099        3108        
 
 T   T   K   F   M   N   Q   A   G   A   L   V   H   V   Y   T   D   G   T   V    
 ACC ACA AAG TTC ATG AAT CAG GCC GGA GCT CTT GTT CAT GTT TAC ACT GAC GGG ACT GTT  
        3123        3132        3141        3150        3159        3168        
 
 L   V   T   H   G   G   V   E   M   G   Q   G   L   H   T   K   V   A   Q   V    
 TTA GTG ACT CAT GGT GGT GTG GAG ATG GGT CAA GGA TTG CAT ACA AAG GTC GCT CAA GTT  
        3183        3192        3201        3210        3219        3228        
 
 A   A   S   A   F   N   I   P   L   S   S   V   F   V   S   E   T   S   T   D    
 GCT GCA TCC GCC TTT AAC ATT CCA CTT AGC TCA GTT TTC GTG TCA GAG ACA AGC ACT GAC  
        3243        3252        3261        3270        3279        3288        
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 K   V   P   N   A   S   P   T   A   A   S   A   S   S   D   M   Y   G   A   A    
 AAG GTT CCT AAT GCG TCA CCA ACT GCT GCT TCT GCG AGC TCT GAT ATG TAT GGT GCT GCA  
        3303        3312        3321        3330        3339        3348        
 
 V   L   D   A   C   E   Q   I   I   A   R   M   E   P   V   A   S   K   H   N    
 GTT TTA GAC GCT TGT GAG CAG ATT ATA GCA AGA ATG GAA CCT GTT GCA TCT AAG CAC AAT  
        3363        3372        3381        3390        3399        3408        
 
 F   N   T   F   T   E   L   V   S   A   C   Y   F   Q   R   I   D   L   S   A    
 TTC AAC ACA TTT ACT GAG CTA GTA AGT GCC TGC TAC TTT CAA CGG ATA GAC CTA TCA GCT  
        3423        3432        3441        3450        3459        3468        
 
 H   G   F   H   I   V   P   D   L   G   F   D   W   I   S   G   K   G   N   A    
 CAT GGT TTT CAC ATA GTT CCT GAT CTT GGG TTT GAC TGG ATA TCT GGA AAA GGG AAC GCC  
        3483        3492        3501        3510        3519        3528        
 
 F   R   Y   Y   T   Y   G   A   A   F   A   E   V   E   I   D   T   L   T   G    
 TTT AGA TAT TAC ACA TAT GGA GCT GCC TTT GCG GAA GTT GAG ATA GAT ACA TTG ACT GGT  
        3543        3552        3561        3570        3579        3588        
 
 D   F   H   T   R   A   A   D   I   M   L   D   L   G   Y   S   L   N   P   A    
 GAT TTC CAC ACA AGA GCA GCT GAT ATA ATG TTG GAC CTC GGA TAT TCT CTT AAC CCA GCC  
        3603        3612        3621        3630        3639        3648        
 
 I   D   V   G   Q   I   E   G   A   F   V   Q   G   L   G   W   V   A   L   E    
 ATT GAT GTT GGA CAA ATA GAA GGA GCG TTT GTA CAA GGA CTG GGT TGG GTA GCT TTA GAA  
        3663        3672        3681        3690        3699        3708        
 
 E   L   K   W   G   D   A   A   H   K   W   I   K   P   G   S   L   L   T   C    
 GAA CTC AAA TGG GGA GAT GCA GCT CAT AAA TGG ATT AAA CCA GGA AGT TTA CTC ACT TGC  
        3723        3732        3741        3750        3759        3768        
 
 G   P   G   N   Y   K   I   P   S   I   N   D   M   P   F   N   L   N   V   S    
 GGA CCC GGA AAC TAC AAA ATA CCT TCC ATC AAC GAC ATG CCG TTC AAC CTC AAT GTT TCG  
        3783        3792        3801        3810        3819        3828        
 
 L   L   K   G   N   P   N   T   K   A   I   H   S   S   K   A   V   G   E   P    
 CTT CTC AAG GGG AAT CCG AAT ACA AAG GCA ATA CAT TCA TCT AAA GCA GTG GGT GAG CCA  
        3843        3852        3861        3870        3879        3888        
 
 P   F   F   L   A   S   S   V   F   F   A   I   K   E   A   I   K   A   A   R    
 CCA TTC TTT CTT GCA TCA TCG GTT TTC TTT GCG ATA AAG GAA GCT ATT AAA GCG GCT AGA  
        3903        3912        3921        3930        3939        3948        
 
 T   E   V   G   L   T   D   W   F   P   L   E   S   P   A   T   P   E   R   I    
 ACC GAG GTG GGT CTC ACA GAC TGG TTC CCT CTA GAG AGT CCA GCC ACT CCA GAG CGT ATC  
        3963        3972        3981        3990        3999        4008        
 
 R   M   A   C   F   D   E   F   S   A   P   F   V   N   S   D   F   Y   P   N    
 AGG ATG GCT TGT TTC GAC GAA TTT TCA GCT CCT TTT GTA AAT TCA GAT TTC TAC CCT AAT  
        4023        4032        4041        4050        4059        4068        
 
 L   S   V        
 CTT AGT GTT TGA T 
        4083      
 
6.2.2 Sequenz der AtXDH2-cDNA (GenBank Accession: AY518202) 
Länge der AtXDH2-cDNA: 4062 bp; translatiert von 1 bis 4060. 
 M   E   Q   N   E   F   M   E   A   I   M   Y   V   N   G   V   R   R    
 ATG GAG CAG AAC GAG TTC ATG GAG GCA ATA ATG TAC GTT AAT GGT GTT CGT AGA  
           9          18          27          36          45          54  
 
 V   L   P   D   G   L   A   H   M   T   L   L   E   Y   L   R   D   L   G   L    
 GTT TTG CCT GAT GGA TTA GCT CAC ATG ACG CTT CTC GAA TAT CTC AGA GAT TTA GGA TTG  
          63          72          81          90          99         108        
 
 T   G   T   K   L   G   C   G   E   G   G   C   G   S   C   T   V   M   V   S    
 ACC GGG ACA AAG CTC GGA TGC GGC GAA GGT GGT TGT GGG TCT TGC ACC GTG ATG GTG TCT  
         123         132         141         150         159         168        
 
 S   Y   D   R   E   S   K   T   C   V   H   Y   A   V   N   A   C   L   A   P    
 AGT TAT GAC CGA GAG TCA AAG ACA TGT GTG CAT TAT GCT GTC AAC GCT TGC CTA GCA CCT  
         183         192         201         210         219         228        
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 L   Y   S   V   E   G   M   H   V   I   S   I   E   G   V   G   H   R   K   L    
 CTC TAC TCT GTA GAA GGG ATG CAT GTA ATA TCC ATT GAA GGA GTT GGT CAT CGG AAA CTT  
         243         252         261         270         279         288        
 
 G   L   H   P   L   Q   E   S   L   A   S   S   H   G   S   Q   C   G   F   C    
 GGC TTG CAC CCT CTT CAG GAG TCA TTG GCA TCT TCG CAT GGT TCT CAA TGT GGG TTT TGT  
         303         312         321         330         339         348        
 
 T   P   G   F   V   M   S   M   Y   A   L   L   R   S   S   K   N   S   P   S    
 ACT CCC GGT TTT GTC ATG TCG ATG TAT GCC TTG TTG AGG TCA AGT AAA AAC TCA CCT TCT  
         363         372         381         390         399         408        
 
 E   E   E   I   E   E   C   L   A   G   N   L   C   R   C   T   G   Y   R   P    
 GAG GAG GAG ATT GAA GAA TGC CTT GCA GGA AAT TTG TGT CGT TGT ACT GGT TAT AGA CCC  
         423         432         441         450         459         468        
 
 I   I   D   A   F   R   V   F   A   K   S   D   D   A   L   Y   S   G   L   S    
 ATC ATT GAT GCG TTT CGG GTT TTT GCA AAA TCT GAT GAT GCT CTA TAC AGT GGT TTA TCT  
         483         492         501         510         519         528        
 
 S   L   S   L   Q   D   G   S   N   I   C   P   S   T   G   K   P   C   S   C    
 TCA CTT AGC CTT CAG GAC GGT TCA AAT ATT TGT CCA TCT ACT GGC AAA CCT TGT TCT TGT  
         543         552         561         570         579         588        
 
 G   S   K   T   T   S   E   A   A   T   C   N   E   D   R   F   Q   S   I   S    
 GGA TCA AAA ACA ACA AGT GAA GCA GCT ACT TGT AAT GAA GAT AGA TTT CAG TCA ATC TCT  
         603         612         621         630         639         648        
 
 Y   S   D   I   D   G   A   K   Y   T   D   K   E   L   I   F   P   P   E   L    
 TAT AGT GAT ATA GAT GGA GCT AAG TAT ACA GAT AAG GAG CTT ATT TTT CCC CCT GAA CTT  
         663         672         681         690         699         708        
 
 L   L   R   K   L   A   P   L   K   L   G   G   N   E   G   I   T   W   Y   R    
 CTG CTG AGG AAG TTA GCT CCC TTA AAG TTA GGG GGA AAT GAG GGG ATT ACC TGG TAT AGA  
         723         732         741         750         759         768        
 
 P   V   S   L   Q   N   L   L   E   L   K   A   N   F   P   D   A   K   L   L    
 CCC GTA AGT CTT CAG AAC TTG CTT GAA CTC AAA GCA AAT TTT CCT GAT GCA AAA CTA CTG  
         783         792         801         810         819         828        
 
 V   G   N   T   E   V   G   I   E   M   R   L   K   R   L   Q   Y   P   V   L    
 GTT GGT AAC ACG GAG GTG GGA ATC GAA ATG AGA CTA AAG AGG TTA CAG TAT CCG GTG CTA  
         843         852         861         870         879         888        
 
 I   S   A   A   Q   V   P   E   L   N   A   L   N   V   N   D   N   G   I   E    
 ATC TCT GCT GCT CAA GTC CCA GAA CTC AAC GCA TTG AAT GTC AAT GAC AAT GGG ATA GAG  
         903         912         921         930         939         948        
 
 V   G   S   A   L   R   L   S   E   L   L   R   L   F   R   K   V   V   K   E    
 GTT GGT TCA GCT TTG AGA CTT TCT GAA CTC CTG AGG TTA TTC AGG AAG GTA GTA AAG GAG  
         963         972         981         990         999        1008        
 
 R   P   A   H   E   T   S   A   C   K   A   F   I   E   Q   L   K   W   F   A    
 CGT CCT GCA CAT GAA ACA TCA GCA TGC AAG GCT TTT ATC GAA CAG CTG AAG TGG TTT GCT  
        1023        1032        1041        1050        1059        1068        
 
 G   T   Q   I   R   N   V   A   C   I   G   G   N   I   C   T   A   S   P   I    
 GGG ACA CAA ATA AGA AAT GTT GCT TGC ATT GGT GGA AAC ATC TGT ACA GCT AGT CCA ATA  
        1083        1092        1101        1110        1119        1128        
 
 S   D   L   N   P   L   W   M   A   S   R   A   E   F   R   I   I   N   C   N    
 TCT GAT TTA AAT CCT CTT TGG ATG GCT TCA AGA GCA GAG TTT CGG ATA ATC AAC TGC AAT  
        1143        1152        1161        1170        1179        1188        
 
 G   D   A   R   S   I   P   A   K   D   F   F   L   G   Y   R   K   V   D   M    
 GGA GAT GCT AGA TCT ATA CCT GCA AAA GAT TTC TTC CTT GGC TAT CGT AAA GTG GAT ATG  
        1203        1212        1221        1230        1239        1248        
 
 G   S   N   E   I   L   L   S   V   F   L   P   W   T   R   P   L   E   Y   V    
 GGA AGC AAC GAG ATC TTG TTG TCG GTA TTC CTT CCA TGG ACA AGG CCT TTA GAG TAT GTG  
        1263        1272        1281        1290        1299        1308        
 
 K   E   F   K   Q   A   H   R   R   D   D   D   I   A   I   V   N   G   G   M    
 AAA GAA TTT AAG CAG GCC CAT CGC AGG GAT GAT GAT ATA GCT ATT GTC AAT GGT GGA ATG  
        1323        1332        1341        1350        1359        1368        
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 R   V   F   L   E   E   K   G   Q   Q   L   F   V   S   D   A   S   I   V   Y    
 CGT GTG TTT CTT GAA GAG AAA GGG CAA CAA TTG TTT GTT TCT GAT GCA TCT ATT GTT TAT  
        1383        1392        1401        1410        1419        1428        
 
 G   G   V   A   P   L   S   L   R   A   R   N   T   E   E   L   L   I   G   K    
 GGT GGT GTG GCT CCT CTT TCG TTG CGT GCA AGA AAC ACT GAG GAA CTT CTA ATT GGT AAG  
        1443        1452        1461        1470        1479        1488        
 
 N   W   N   K   C   L   L   Q   D   A   L   K   V   I   Q   S   D   V   L   I    
 AAT TGG AAT AAA TGT CTT CTG CAA GAC GCA CTT AAG GTC ATA CAG AGT GAT GTC TTG ATT  
        1503        1512        1521        1530        1539        1548        
 
 K   E   G   A   P   G   G   M   V   E   F   R   K   S   L   T   L   S   F   F    
 AAG GAA GGT GCT CCT GGG GGA ATG GTG GAG TTT CGC AAA TCT CTA ACC CTA AGC TTC TTC  
        1563        1572        1581        1590        1599        1608        
 
 F   K   F   F   L   W   V   T   H   H   V   N   N   V   N   P   T   I   E   T    
 TTT AAA TTT TTC TTA TGG GTT ACT CAT CAT GTA AAT AAT GTA AAT CCC ACT ATA GAG ACC  
        1623        1632        1641        1650        1659        1668        
 
 F   P   P   S   H   M   S   A   V   Q   L   V   P   R   F   S   R   I   G   K    
 TTT CCA CCC TCG CAT ATG TCA GCT GTG CAA CTT GTT CCT CGG TTC TCT AGA ATT GGA AAA  
        1683        1692        1701        1710        1719        1728        
 
 Q   D   Y   E   T   V   K   Q   G   T   S   V   G   L   P   E   V   H   L   S    
 CAA GAC TAT GAG ACA GTA AAA CAG GGT ACA TCT GTT GGC TTG CCA GAG GTC CAT CTT TCG  
        1743        1752        1761        1770        1779        1788        
 
 A   R   M   Q   V   T   G   E   A   E   Y   T   D   D   T   P   L   P   P   C    
 GCA AGA ATG CAG GTC ACA GGG GAA GCA GAA TAT ACT GAT GAT ACC CCA TTG CCG CCT TGT  
        1803        1812        1821        1830        1839        1848        
 
 T   L   H   A   A   L   V   L   S   K   V   P   H   A   R   I   L   S   V   D    
 ACC TTG CAT GCT GCT TTA GTG CTA AGT AAA GTT CCA CAT GCC CGC ATC CTT TCA GTT GAT  
        1863        1872        1881        1890        1899        1908        
 
 D   S   A   A   K   S   S   S   G   F   V   G   L   F   L   A   K   D   V   P    
 GAT TCG GCA GCC AAA TCT TCA TCT GGT TTT GTT GGT CTG TTT CTT GCC AAA GAT GTT CCC  
        1923        1932        1941        1950        1959        1968        
 
 G   N   N   M   I   G   P   I   V   A   D   E   E   L   F   A   T   D   V   V    
 GGG AAT AAT ATG ATT GGA CCA ATT GTT GCC GAC GAA GAA TTA TTT GCT ACA GAC GTG GTC  
        1983        1992        2001        2010        2019        2028        
 
 T   C   V   G   Q   V   I   G   V   L   V   A   D   T   H   E   N   A   K   T    
 ACG TGT GTG GGA CAA GTC ATT GGT GTG CTT GTC GCG GAT ACA CAT GAA AAT GCA AAA ACT  
        2043        2052        2061        2070        2079        2088        
 
 A   A   R   K   V   D   V   R   Y   Q   E   L   P   A   I   L   S   I   K   E    
 GCA GCA AGA AAA GTT GAC GTT AGG TAT CAG GAA CTG CCA GCA ATA TTA TCA ATC AAG GAG  
        2103        2112        2121        2130        2139        2148        
 
 A   I   N   A   K   S   F   H   P   N   T   E   R   R   L   R   K   G   D   V    
 GCG ATT AAT GCT AAA AGT TTC CAT CCG AAC ACA GAG AGA AGG CTT AGA AAA GGG GAT GTC  
        2163        2172        2181        2190        2199        2208        
 
 E   L   C   F   Q   S   G   Q   C   D   R   I   I   E   G   E   V   Q   M   G    
 GAG CTG TGC TTT CAA TCT GGT CAG TGT GAC AGA ATA ATA GAG GGA GAG GTT CAA ATG GGT  
        2223        2232        2241        2250        2259        2268        
 
 G   Q   E   H   F   Y   L   E   P   N   G   S   L   V   W   T   I   D   G   G    
 GGT CAG GAA CAC TTT TAC TTG GAG CCT AAT GGT AGT TTG GTT TGG ACT ATA GAT GGA GGC  
        2283        2292        2301        2310        2319        2328        
 
 N   E   V   H   M   I   S   S   T   Q   A   P   Q   Q   H   Q   K   Y   V   S    
 AAC GAA GTT CAT ATG ATT TCA TCC ACA CAA GCT CCT CAA CAG CAC CAG AAA TAT GTG TCT  
        2343        2352        2361        2370        2379        2388        
 
 H   V   L   G   L   P   M   S   K   V   V   C   K   T   K   R   L   G   G   G    
 CAT GTT CTT GGT CTT CCA ATG TCT AAA GTG GTA TGC AAA ACC AAA CGA CTT GGT GGT GGC  
        2403        2412        2421        2430        2439        2448        
 
 F   G   G   K   E   T   R   S   A   F   I   A   A   A   A   S   V   P   S   Y    
 TTT GGT GGT AAG GAA ACA AGA TCA GCT TTC ATT GCT GCA GCA GCT TCT GTT CCT TCC TAC  
        2463        2472        2481        2490        2499        2508        
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 L   L   N   R   P   V   K   L   I   L   D   R   D   V   D   M   M   I   T   G    
 CTA TTG AAT CGA CCC GTG AAA CTC ATA CTG GAC AGA GAT GTG GAC ATG ATG ATT ACT GGT  
        2523        2532        2541        2550        2559        2568        
 
 H   R   H   S   F   V   G   K   Y   K   V   G   F   T   N   E   G   K   I   L    
 CAT CGC CAT AGT TTC GTT GGA AAG TAC AAG GTT GGA TTT ACG AAC GAA GGG AAA ATA TTG  
        2583        2592        2601        2610        2619        2628        
 
 A   L   D   L   E   I   Y   N   N   G   G   N   S   M   D   L   S   L   S   N    
 GCG TTG GAC CTT GAA ATC TAC AAC AAT GGT GGA AAC TCT ATG GAT CTC TCT CTT TCT AAT  
        2643        2652        2661        2670        2679        2688        
 
 L   E   R   A   M   F   H   S   D   N   V   Y   E   I   P   H   V   R   I   V    
 CTT GAA CGT GCC ATG TTT CAC TCG GAT AAC GTT TAT GAG ATC CCA CAT GTG AGG ATC GTT  
        2703        2712        2721        2730        2739        2748        
 
 G   N   V   C   F   T   N   F   P   S   N   T   A   F   R   G   F   G   G   P    
 GGG AAC GTT TGC TTT ACT AAT TTT CCC AGC AAC ACC GCT TTC CGA GGG TTT GGA GGG CCC  
        2763        2772        2781        2790        2799        2808        
 
 Q   G   M   L   I   T   E   N   W   I   Q   R   I   A   A   E   L   D   K   I    
 CAA GGT ATG CTT ATA ACT GAA AAT TGG ATT CAG AGA ATT GCA GCT GAG CTG GAT AAA ATC  
        2823        2832        2841        2850        2859        2868        
 
 P   E   E   I   K   E   M   N   F   Q   V   E   G   S   I   T   H   Y   F   Q    
 CCT GAA GAA ATC AAA GAG ATG AAC TTT CAA GTG GAA GGA TCG ATC ACA CAT TAC TTT CAG  
        2883        2892        2901        2910        2919        2928        
 
 S   L   Q   H   C   T   L   H   Q   L   W   K   E   L   K   V   S   S   N   F    
 TCA CTT CAG CAC TGC ACA TTG CAC CAA CTC TGG AAA GAA CTG AAA GTA TCC AGC AAC TTC  
        2943        2952        2961        2970        2979        2988        
 
 L   K   T   R   R   E   A   D   E   F   N   S   H   N   R   W   K   K   R   G    
 CTA AAG ACT CGT AGA GAA GCG GAC GAG TTT AAT AGT CAT AAT CGG TGG AAA AAG CGT GGT  
        3003        3012        3021        3030        3039        3048        
 
 V   A   M   V   P   T   K   F   G   I   S   F   T   T   K   F   M   N   Q   A    
 GTA GCT ATG GTT CCC ACA AAA TTT GGC ATA TCC TTT ACC ACA AAG TTC ATG AAT CAG GCC  
        3063        3072        3081        3090        3099        3108        
 
 G   A   L   V   H   V   Y   T   D   G   T   V   L   V   T   H   G   G   V   E    
 GGT GCT CTT GTT CAC GTT TAC ACC GAT GGG ACT GTT TTG GTG ACA CAT GGA GGT GTT GAG  
        3123        3132        3141        3150        3159        3168        
 
 M   G   Q   G   L   H   T   K   V   A   Q   V   A   A   T   A   F   N   I   L    
 ATG GGC CAA GGG TTG CAT ACA AAG GTT GCT CAA GTT GCT GCA ACG GCC TTT AAC ATT CTC  
        3183        3192        3201        3210        3219        3228        
 
 L   S   S   V   F   V   S   E   T   S   T   D   K   V   P   N   A   S   P   T    
 CTT AGT TCG GTT TTT GTG TCA GAA ACA AGC ACC GAC AAG GTT CCT AAT GCG TCA CCT ACT  
        3243        3252        3261        3270        3279        3288        
 
 A   A   S   A   S   S   D   M   Y   G   A   A   V   L   D   A   C   E   Q   I    
 GCT GCT TCT GCG AGT TCT GAT ATG TAT GGT GCT GCA GTT TTA GAC GCT TGT GAG CAG ATT  
        3303        3312        3321        3330        3339        3348        
 
 I   A   R   M   E   P   V   A   S   K   H   N   F   N   T   F   S   E   L   A    
 ATA GCA AGA ATG GAG CCT GTT GCA TCT AAA CAC AAT TTC AAC ACA TTC TCT GAG CTA GCA  
        3363        3372        3381        3390        3399        3408        
 
 S   A   C   Y   F   Q   R   I   D   L   S   A   H   G   F   H   I   V   P   E    
 AGT GCC TGC TAC TTT CAA CGT ATA GAC CTA TCA GCT CAC GGT TTT CAC ATT GTT CCA GAA  
        3423        3432        3441        3450        3459        3468        
 
 L   E   F   D   W   V   S   G   K   G   N   A   Y   R   Y   Y   T   Y   G   A    
 CTT GAA TTT GAT TGG GTA TCT GGA AAA GGG AAC GCA TAT AGA TAT TAC ACA TAT GGA GCT  
        3483        3492        3501        3510        3519        3528        
 
 A   F   A   E   V   E   I   D   T   L   T   G   D   F   H   T   R   K   A   D    
 GCC TTT GCT GAA GTT GAG ATA GAT ACA TTG ACT GGT GAT TTT CAC ACA AGA AAA GCA GAC  
        3543        3552        3561        3570        3579        3588        
 
 I   M   L   D   L   G   Y   S   L   N   P   T   I   D   I   G   Q   I   E   G    
 ATA ATG TTG GAT CTC GGA TAT TCT CTT AAC CCA ACC ATT GAT ATT GGA CAA ATA GAA GGA  
        3603        3612        3621        3630        3639        3648        
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 A   F   V   Q   G   L   G   W   V   A   L   E   E   L   K   W   G   D   A   A    
 GCG TTT GTA CAA GGA CTA GGT TGG GTA GCT CTA GAA GAA CTC AAG TGG GGA GAT GCA GCT  
        3663        3672        3681        3690        3699        3708        
 
 H   K   W   I   K   P   G   S   L   L   T   C   G   P   G   S   Y   K   I   P    
 CAT AAA TGG ATT AAA CCA GGA AGT TTA CTC ACT TGC GGA CCC GGA AGC TAC AAA ATA CCT  
        3723        3732        3741        3750        3759        3768        
 
 S   I   N   D   M   P   F   Q   L   N   V   S   L   L   K   G   N   P   N   A    
 TCC ATC AAC GAC ATG CCG TTC CAA CTG AAT GTT TCT CTT CTC AAG GGT AAT CCA AAT GCA  
        3783        3792        3801        3810        3819        3828        
 
 K   A   I   H   S   S   K   A   V   G   E   P   P   F   F   L   A   A   S   A    
 AAG GCA ATA CAT TCA TCT AAA GCA GTG GGT GAG CCA CCG TTC TTT CTT GCA GCA TCA GCC  
        3843        3852        3861        3870        3879        3888        
 
 F   F   A   I   K   E   A   I   K   A   A   R   S   E   V   G   L   T   N   W    
 TTC TTT GCA ATA AAG GAA GCA ATC AAA GCG GCT AGA AGC GAG GTA GGT CTC ACC AAC TGG  
        3903        3912        3921        3930        3939        3948        
 
 F   P   L   E   T   P   A   T   P   E   R   I   R   M   A   C   F   D   E   F    
 TTC CCT CTG GAG ACT CCA GCC ACT CCA GAG CGT ATC AGG ATG GCT TGT TTC GAC GAG TTT  
        3963        3972        3981        3990        3999        4008        
 
 S   A   P   F   A   N   S   D   F   C   P   K   L   S   V   .    
 TCA GCT CCT TTT GCA AAT TCA GAT TTC TGC CCA AAG CTT AGT GTT TGA  
        4023        4032        4041        4050        4059     
 
6.2.3 Integrationsort der T-DNA in der AtXDH1-„knock out“-Mutante 
Analyse der XDH1 knockout Linie nach EcoRI-Verdau und inverser PCR, Klonierung in 
pGEM-Teasy und Sequenzierung mit SP6-Primer. 
XDH1.1700.1      ------------------------------------------------------------ 
XDH1genom        GACTGAAGAGTTTCTAATTGGAAAGAATTGGAATAAAGATCTTCTGCAGGATGCGCTTAA 2100 
                                                                              
 
 Integrationsort der linken Grenze der T-DNA 
XDH1.1700.1      ------------------------------------TTCTGGGGGAATGGTGGAGTTTCG 24 
XDH1genom        GGTCATACAGAGCGATGTCGTGATTAAGGAAGATGCTCCTGGGGGAATGGTGGAGTTTCG 2160 
                                                     * ********************** 
 
XDH1.1700.1      GAAATCTCTAACCCTAAGCTTCTTCTTTAAATTTTTCTTATGGGTTTCTCATAATGTCAA 84 
XDH1genom        GAAATCTCTAACCCTAAGCTTCTTCTTTAAATTTTTCTTATGGGTTTCTCATAATGTCAA 2220 
                 ************************************************************ 
 
XDH1.1700.1      TAATGCAAATTCTGCGATAGAGACCTTCCCACCCTCCCATATGTCAGCTGTGCAACCTGT 144 
XDH1genom        TAATGCAAATTCTGCGATAGAGACCTTCCCACCCTCCCATATGTCAGCTGTGCAACCTGT 2280 
                 ************************************************************ 
 
XDH1.1700.1      TCCTCGGTTATCTAGAATTGGAAAACAAGACTATGAGACAGTAAAGCAGGGAACATCTGT 204 
XDH1genom        TCCTCGGTTATCTAGAATTGGAAAACAAGACTATGAGACAGTAAAGCAGGGAACATCTGT 2340 
                 ************************************************************ 
 
XDH1.1700.1      TGGCTCGTCGGAGGTGCATCTTTCAGCGAGAATGCAGGTATGTTGGTCCATTTACCCAAA 264 
XDH1genom        TGGCTCGTCGGAGGTGCATCTTTCAGCGAGAATGCAGGTATGTTGGTCCATTTACCCAAA 2400 
                 ************************************************************ 
 
XDH1.1700.1      TTGGTTCTCCACTTTGATTCT--------------------------------------- 285 
XDH1genom        TTGGTTCTCCACTTTGATTCTCATTCTGGTTGTTTTCTTAGCCACTTCAGGATATAACAT 2460 
                 ********************* 
 
6.2.4 Integrationsort der T-DNA in der AtXDH2-„knock out“-Mutante 
Analyse der XDH2 knockout Linie nach HindIII-Verdau und inverser PCR, Klonierung in 
pGEM-Teasy und Sequenzierung mit SP6-Primer. 
XDH2genom       GCTTCTTCTTTAAATTTTTCTTATGGGTTACTCATCATGTAAATAATGTAAATCCCACTA 1980 
XDH2HIII-2      -----------------------------------------------------------A 1 
                                                                           * 
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XDH2genom       TAGAGACCTTTCCACCCTCGCATATGTCAGCT-GTGCAACTTGTTCCTCGGTTCTCTA-G 2038 
XDH2HIII-2      TNGAGACCTTTC-ACCCTGGCATATGTCAGCTTGTGCAACTTGTTCCTCGGTTCTCTAAG 60 
                * ********** ***** ************* ************************* * 
 
XDH2genom       AATTGGAAAACAAGACTATGAGACAGTAAAACAGGGTACATCTGTTGGCTTGCCAGAGGT 2098 
XDH2HIII-2      AATTGGAAAACAAGACTATGAGACAGTAAAACAGGGTACATCTGTTGGGTTGCCAGAGGT 120 
                ************************************************ *********** 
 
XDH2genom       CCATCTTTCGGCAAGAATGCAGGTATTTTGGTCCATCTGTTGGCTCGCCGAAGGTCCATA 2158 
XDH2HIII-2      CCATCTTTCGGCAAGAA-GCAGGTATTTTGGTCCATCTGTTGGCTCGCCGAAGGTCCATA 179 
                ***************** ****************************************** 
 
XDH2genom       GAGTGTATCTCAACACTCTTGTATATTCATCTAGGTCACAGGGGAAGCAGAATATACTGA 2218 
XDH2HIII-2      GAGTGTATCTCAACACTCTTGTATATTCATCTAGGTCACAGGGGAAGCAGAATATACTGA 239 
                ************************************************************ 
 
XDH2genom       TGATACCCCATTGCCGCCTTGTACCTTGCATGCTGCTTTAGTGCTAAGTAAAGTTCC-AC 2277 
XDH2HIII-2      TGATACCCCATTGCCGCCTTGTACCTTGCATGCTGCTTTAGTGCTAAGTAAAGTTCCCAC 299 
                ********************************************************* ** 
 
XDH2genom       ATGCCCGCATCCTTTCAGTTGATGATTCGGCAGCCAAATCTTCATCTGGTTTTGTTGGTC 2337 
XDH2HIII-2      ATGCCCGCATCCTTTCAGTTGATGATTCGGCAGCCAAATCTTCATCTGGTTTTGTTG--- 356 
                *********************************************************    
 
Integrationsort der linken Grenze der T-DNA 
XDH2genom       TGTTTCTTGCCAAAGATGTTCCCGGGAATAATATGATTGGACCAATTGTTGCCGACGAAG 2397 
XDH2HIII-2      ---------CCAAAGATGCTTTTGGTG-TATTGTGGT----------------------- 383 
                         ********* *   **   ** * ** *                        
 
   
 
Zusammenfassung 
Die Xanthindehydrogenase (XDH) und die Xanthinoxidase werden als Xanthinoxidoredukta-
sen zusammengefasst und gehören in die Familie der mononuklearen Molybdo-Enzyme, 
deren Gemeinsamkeit ein auf Molybdopterin basierender Molybdän-Cofaktor ist. Die XDH ist 
ubiquitär in allen Organismen verbreitet und in Struktur und Funktion weitgehend konserviert. 
Die XDH aus Kuhmilch ist eines der am Besten charakterisierten Enzyme überhaupt. Auch in 
höheren Pflanzen kommt die XDH vor und repräsentiert zusammen mit Aldehydoxidase, 
Nitratreduktase und Sulfitoxidase die pflanzlichen Vertreter der Molybdo-Enzyme. 
Frühere Untersuchungen der pflanzlichen XDH erfolgten am nativ aufgereinigten Enzym, so 
dass an erster Stelle dieser Arbeit die molekulare Charakterisierung der XDH in A. thaliana 
stand. Während die meisten Organismen nur ein für XDH codierendes Gen aufweisen, be-
sitzt A. thaliana die beiden Gene AtXDH1 und AtXDH2, die durch 704 bp voneinander ge-
trennt in Tandem-Orientierung vorliegen. AtXDH1 und AtXDH2 sind auf cDNA- wie auf Prote-
in-Ebene zu 93% identisch und zeigen starke Homologien zu XDHs anderer Organismen. 
Während die AtXDH2 mRNA konstitutiv exprimiert wird, verändert sich die AtXDH1 
Transkript-Menge nach Applizierung verschiedener Stresse wie Kälte, Trockenheit und Salz, 
aber auch bei natürlicher Seneszenz und nach Abscisinsäure-Behandlung. Die Veränderun-
gen auf Transkript-Ebene haben nur zum Teil Auswirkungen auf die XDH-Aktivität. Eine 
Salzbehandlung bewirkt keine Änderungen auf Aktivitäts-Ebene, während Kältestress zu 
einem Rückgang, Trockenheit und Seneszenz zu einem Anstieg der XDH-Aktivität führen. 
Mit dem Ziel der biochemischen Charakterisierung des Proteins wurde die AtXDH1 in 
P. pastoris rekombinant überexprimiert. Ähnlich den XDHs anderer Organismen ist die 
AtXDH1 ein Homodimer mit einer Masse von 300 kDa, dessen Untereinheiten aus jeweils 
einer [Fe-S]-Zentren-Bindungsdomäne, einer FAD-Bindungsdomäne und einer Moco-
Bindungsdomäne bestehen. Die bevorzugten Substrate sind Hypoxanthin und Xanthin, wei-
tere Purine und Aldehyde werden ebenfalls umgesetzt. Allopurinol führt zu einer kompletten 
Inhibierung des Enzyms. Die aus P. pastoris aufgereinigte AtXDH1 kann in ihrer Aktivität 
durch eine Behandlung mit der Moco-Sulfurase ABA3 gesteigert werden, die in vivo durch 
Sulfurierung den Aktivitätszustand der XDH reguliert. Es wurde gezeigt, dass die AtXDH1 im 
Gegensatz zu den XDHs aus Säugetieren nicht in eine Oxidase überführt werden kann, bei 
einer Restaktivität mit molekularem Sauerstoff als Elektronenakzeptor jedoch Superoxidradi-
kale produziert. Im Zusammenhang mit den beobachteten Transkript-Veränderungen bei 
natürlicher Seneszenz und anderen Stressen kann daraus gefolgert werden, dass der pflanz-
lichen XDH neben der Purindegradation eine Bedeutung in Prozessen zukommt, die die Bil-
dung reaktiver Sauerstoff-Spezies erfordern. 
